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1. Introduccion

En las Ultimas décadas se han alcanzado avancés eomprension de los
mecanismos mediante los cuales las células y En@mmos son capaces de responder
a los factores ambientales a los que se enfreritara dlia (S.E.P., 2005). Esto ha
posibilitado la oportunidad de conocer los efecfos estos factores representan en el
aprovechamiento de especies de interés para elmonsumano.

Para comprender el funcionamiento en que se basdwsd mecanismos es
necesario ubicarce en un contexto celular, en dutela informacién que se requiere
para llevar a cabo cualquier funcion se encuemdificada en el lenguaje universal de
las secuencias del ADN (Acido desoxirribonucleicods unidades funcionales del
ADN son los genes, los cuales son segmentos quiepumdificar una proteina. Los
genes presentan formas variantes, denominadas,afgle son los responsables de las
variaciones en las caracteristicas hereditarias. dee la expresion de un gen se lleve a
cabo, es necesario que se transcriba en una secwaenacido ribonucleico mensajero
(mARN), la cual es una molécula menos estable ale del nicleo y es traducida
mediante el cédigo genético en una secuencia deoacidos, los cuales formaran una
proteina. Las proteinas cumplen muchas funciorstigitds a nivel celular. Pueden ser
proteinas estructurales, contribuyendo a las pdaples fisicas; enzimas, que catalizan
reacciones quimicas; anticuerpos, que constituygestro sistema de defensa, e
inclusive pueden funcionar como reserva de alimé@tiffiths et al., 1999; Reynaud,
2001; Albertset al., 2002).

Existe una importante diferencia entre los gen&ssyasgos de un individuo: el
conjunto de genes que portan los seres vivos enagdla define el genotipo, que es la
constitucién genética que se hereda. Por otro ledopnjunto de rasgos compone al
fenotipo, que se define como cualquier caractedstya sea estructural, bioquimica,
fisiolégica o conductual, que sea detectable en ouganismo, y se encuentra
determinado por complejas interacciones entre ebtge y los factores ambientales,
por lo que es importante notar que un genotipo gadduce fenotipos diferentes en
ambientes diferentes (Ayala y Kiger, 1984, Grif§ithal., 1999; Debuskt al., 2005).



Del estudio de la influencia del ambiente en laul@gion de la expresion de los
genes, surge la gendmica nutricional, la cual itiyada relacion entre los nutrientes y
los genes (Paoloni-Giacobimgbal., 2003).

Las aplicaciones que se pueden derivar de estodiest han sido desarrolladas
principalmente para el tratamiento de las enfermesl@n humanos, sobre todo a partir
del desciframiento de su genoma (Gillies, 2003jdtadsiacobinoet al., 2003; Debusk
et al., 2005). Sin embargo, las ventajas de los estutiodicha relacion se han ido
aplicando a muchas mas especies, con principatiatea la determinacion del patron
de adaptacion de los organismos, para utilizarlstgsmrmente como una referencia
aplicable para el cultivo artificial (Fernandetzal., 1997; Paoloni-Giacobinet al.,
2003).

En este sentido se desarrollan varias lineas destigacion en torno a la
acuacultura, pretendiendo principalmente determil@arrelacion de los factores
ambientales, entre ellos el alimento, en la expregienética de los organismos
acuaticos, como es el caso de los trabajos reabzaor Torstensen (2006) y Stubhaug
(2006), quienes evaluan el efecto del reemplazadgite de pescado de la dieta en la
expresion proteica del salmon, y de Froystad (200&n realiz6 una comparacion de
la expresion génica en el intestino del bacalamailiado con harina de pescado y
harina de soya. En este mismo contexto se desarrglirias de las investigaciones
alrededor del cultivo del camarén en nuestro [@dsinos ejemplos son los trabajos de
Cordova-Murueta (2004), Sanchez-Paz (2003) y MwuMhmazan (2002), quienes
evaluaron la influencia de factores internos y exie en la expresion de enzimas

digestivas en el hepatopancread.depenaeus vanname.

El cultivo del camardn es una industria de granortgmcia en México, ya que
este animal ocupa el primer lugar de la producp&sguera a nivel nacional y de los $5
772 millones estimados como el valor de la prodircae este recurso para el afio
2005, $3 359 millones fueron obtenidos medianselaacultura, es decir que su cultivo
representa casi dos terceras partes del valor piedtauiccion total (SAGARPA, 2005),

por lo que el conocimiento que se desprenda denlaestigaciones acerca de estos



organismos puede ser de gran utilidad para suvoulji por lo tanto tener una
repercusion econdémica para el pais.

El camardn blanco del pacifichjtopenaeus vannamei, es el mas cultivado en
México y en todo el mundo (Cuzdh al., 2004a; Gaxiolat al., 2006). Debido a sus
habitos alimenticios como omnivoro oportunista,respnta la especie con la mejor
oportunidad de desarrollo ante la reduccion de ledveproteicos en la dieta, la
asimilacion de carbohidratos y la utilizacion detpmas de origen vegetal, lo que lo
convierte en un excelente modelo para la investga€uzonet al., 2004a; Gaxiolat
al., 2006).

El gasto que representa la alimentacion en eleuttel camardn tiene un impacto
substancial, ya que acapara entre 50 y 70% deost®scde produccion debido a la
utilizacién de un alto contenido de proteina anidebrigen marino en las dietas (Davis
et al., 2000; Suresh, 2006). En aras de disminuir dictmstos, se han realizado
diversos estudios sobre las estrategias de aliciéntg el porcentaje proteico 6ptimo
para lograr una mayor produccion y crecimientoatedrganismos (Martinez-Cérdova
et al., 2002; Tacoret al., 2004; Daviset al., 2006b). Sin embargo, ya que las fuentes
proteicas para producir el alimento siguen increar@ sus precios, particularmente el
harina y el aceite de pescado, y la demanda derimductos sigue creciendo, es
necesario encontrar fuentes de nutrimentos altedesenor costo, que cumplan con
los requerimientos nutricionales esenciales y #ulgah al menos parcialmente a los
utilizados hasta ahora (Suresh, 2006; Dewva., 2006a).

Por otro lado, es necesaria la implementacion devaw estrategias de
alimentacion para minimizar los efectos contamieamte las descargas, ya que el mal
manejo que las industrias camaronicultoras haaensus desechos, ha dafado
severamente a los ecosistemas estuarinos y cosdds@centes a los sistemas de
produccion (Martinezet al., 1996; Rosast al., 2000; Cuzonet al., 2004b). La
acumulacion de metabolitos nitrogenados residuglda aportacion de fosforo al
ambiente como producto de las fuentes de protednaencionales utilizadas en el
alimento, resultan en una eutrofizacion del mediocdltivo y por lo tanto de los
ambientes en donde desembocan los afluentes, Ipmweca la degradacion de la

calidad del agua debido al aumento del fitoplancyoral crecimiento de algas



filamentosas, y conlleva a una pérdida de habitet percute en una pérdida de
biodiversidad (Herrera-Silveirt al., 2005).

Dado este panorama, se explica el interés queeextistiesarrollar alimentos que
no sean tan perjudiciales para el ambiente, tenganenor costo de produccién y a la
vez logren un 6ptimo crecimiento de los organisifhartinezet al., 1996; Kuresh y
Davis, 2000); dado esto, diversos autores hanzaualiel reemplazo de las proteinas de
la dieta por carbohidratos, como es el caso deMaellac (1994), Rosas (2000),
Cuzon (2000) y Arena (2003). Sin embargo, dictstadktos han demostrado que esta
respuesta es limitada tanto por la falta de spias el almacenamiento como por la
rapida saturacién del procesamiento enzimaticon@et al., 2003). Esto pudiera ser
una consecuencia de la adaptacion metabdlica pasm €le proteinas como una fuente
primaria de energia, debido principalmente a queestas el mayor substrato de reserva
de los camarones y a la capacidad que estos tgamarsintetizar glucosa a partir de los
aminoacidos, mediante la ruta metabdlica de laoglecgénesis (Nelsost al., 2000;
Cuzonet al., 2000; Rosast al., 2000; Cuzoret al., 2004b).

Es por esto que la implementacion de dietas coten@o proteico vegetal surge
como una potencial alternativa con mdultiples vergtapspecto a las dietas basadas en
carbohidratos y proteina animal, ya que los cadtolas fuentes de proteina vegetal son
mucho mas bajos, su calidad es constante, y suctmpanbiental menor, lo que las
convierten en una fuente nutricional, econémicanpiantalmente viable (Martinet
al., 1996; Davist al., 2000, Gaxiolat al., 2006.

El uso de fuentes proteicas de origen vegetal aseidto limitado por diversos
motivos, tales como la presencia de antinutrientas,carencia de aminoacidos
esenciales como la lisina y la metionina y la faleapalatabilidad (Martinezt al.,
1996; Maldonado 2007). Sin embargo, los resultadesdiversos estudios, han
reportado que al menos en la fase postlarval.dennamel, no hay una diferencia
significativa en cuanto al crecimiento y supervsianen organismos alimentados con
dietas en las que se sustituyd hasta en un 90%olaima de origen animal por
combinaciones de proteina de origen vegetal desdisefuentes (Cuzoet al., 2004b;

Gaxiolaet al., 2006; Maldonado, 2007). Por otra parte, para podplementar este



tipo de dietas, es necesario identificar los indlicas genéticos y fisiologicos que

pongan en evidencia la calidad del producto final.

En las investigaciones sobre los efectos del alimpdas enzimas digestivas han
sido ampliamente estudiadas, ya que son elemelaos gue actian como mediadores
entre la ingesta de comida y la asimilacion denlasientes, por lo que juegan un papel
muy importante en el desarrollo y crecimiento dedoganismos (Sairgt al., 20044a;).
Las enzimas digestivas encargadasromper los componentes de los alimentos, para
que los organismos puedan asimilarlos, se dividen tes grandes grupos:
carbohidrasas, lipasas y proteasas, corresponslientl®s tres principales tipos de
nutrientes (Randakt al., 2002). Cada enzima se puede presentar de nagltipimas
que reciben el nombre de isoformas o isoenzimaslopgeneral presentan secuencias
aminoacidicas similares pero no idénticas y cataliZza misma reaccion pero
habitualmente difieren en propiedades reguladorainéticas (Carrillo y Gonzalez,
1997). El patron de aparicion de dichas isoforneapusede ver afectado por diversos
factores tanto externos como internos, por lo guegulacion puede ser utilizada como
un indicador de multiples factores, como es el asdtos efectos de los componentes
de las dietas, asi como de la capacidad de lowidiodis para asimilar dichos
componentes (Van Wormhouet al., 1996; Arenaet al., 2003; Sanchez-Pa al.,
2003).

El presente estudio se centra en el andlisis deidsina, que es la enzima
digestiva mas abundante Eriopenaeus vannamei y representa por si sola el 60% de la
actividad proteéasica del hepatopancreas en losacess peneidos, lo que la convierte
en una enzima muy importante en cuanto al desarlatilogico y las adaptaciones
alimenticias de estos organismos (Cruz-Suarez, ;1886¢chez-Pagt al., 2003). La
tripsina es una glucoproteina que estéa clasificata una endoproteasa de la familia
de las serin proteasas, que se caracterizan peepos mecanismo catalitico en donde
se presentan residuos de serina, histidina y taspgKleinet al., 1996; Sainzt al.,
20044a). La tripsina hidroliza el enlace peptidice ge forma entre los aminoacidos con
carga positiva dentro de una proteina como la im@in la lisina y de esta manera la
rompe o digiere (Geiger y Fritz 1988; Strgtral., 2002; Sainzt al., 2004a; Sainzt
al., 2005).



Debido a su actividad proteolitica, la tripsinasggetizada como un zimogeno, el
tripsindbgeno, que es un precursor inactivo de lanem que se activa mediante la
hidrolisis de un segmento en el extremo amino fteami La sintesis y el
almacenamiento de la tripsina en esta forma inacs8on necesarios para mantener la
integridad de las células secretoras y funcionamocmecanismo regulador para lograr
una rapida secrecion y activacion (Hernandez-Caitek, 1999; Nelsoret al., 2000;
Sainzet al., 2004b).

Dada su importancia, la regulacion de la tripsimédoecamarones peneidos ha sido
objeto de muchos estudios, como el de Klein (1@86Jonde confirmd que esta enzima
posee un alto grado de polimorfismo y logré carazde 5 diferentes secuencias
codificantes (cDNA) presentes en el hepatopanateds vannamel, las cuales asoci6
en dos familias basandose en las diferencias sogewucleotidos. Posteriormente en
1998, la misma autora obtuvo mediante la técnicaredecion en cadena de la
polimerasa (PCR), la secuencia de un nuevo geensaiente a una tercera familia.
Desde entonces, mediante el andlisis de la inflaate diversos factores tanto internos
como externos, se han logrado observar medianté¢édaica de electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida, cuatf@rmas de la tripsina (Klekt al.,
1996; Mulhia-Almazaret al., 2002; Sainzt al., 2005). Tres de éstas isoenzimas fueron
purificadas y caracterizadas por Sainz (2004a),deodetermind que su peso en
condiciones no reductoras es de 21, 22 y 23 kDpectizsamente y que presentan
distintas propiedades cinéticas, lo que sugiere lggediferentes fenotipos estan

asociados a una digestion diferencial.

La técnica mas utilizada para analizar la hetereigen y el peso molecular de las
proteinas es la electroforesis desnaturalizantegedas de poliacrilamida (Garcia-
Carrefioet al., 1993). EI método de electroforesis fue empleagloppimera vez por
Tiselius en 1937. Su fundamento es la migraciésaligtos idnicos bajo la influencia de
un campo eléctrico, dependiendo de su carga, pestecutar y estructura
tridimensional. Raymond y Weintraub en 1959 empleacomo soporte para la
electroforesis un gel de polilacrilamida (PAGE, pas siglas en ingles), el cual funge
como una matriz en donde se puede controlar elftarda los poros para lograr la

separacion de las proteinas. El duodecilsulfatsatio (SDS) se introduce en esta



técnica en 1970. Este es un detergente que desliwdulas proteinas y rompe las
interacciones no covalentes que determinan laatsteuterciaria y cuaternaria (Garcia,
2000). Todos los complejos SDS-proteina de la maudsman carga negativa, por lo
que la relacion carga/masa es aproximadamente, igpatjue convierte al peso
molecular en el factor determinante de la sepamatida de las técnicas utilizadas para
la determinacion de las proteasas consiste ennh@rgidn del gel en un substrato,
provocando que ocurrra una reaccion entre esteegdana de interés (Garcia-Carrefio
etal., 1993).

La tincién del gel se lleva a cabo con azul derGasie. Esta tincion se basa en la
atraccion electrostatica entre las moléculas didraote y los grupos amino de las
proteinas, por lo que se revela una banda blanadoede hubo una reaccion de la
enzima con el substrato, evidenciando asi la uldisade las proteasas en el gel
(Garcia-Carreniet al., 1993; Garcia, 2000)

Dado que los camarones presentan exoesqueletoeamiento depende de su
muda. La muda consiste en perder las conexiones kst tejidos vivos y la cuticula
extracelular, liberarse de ésta cuticula de mardgrida, absorber agua para expandir el
nuevo exoesqueleto que se encuentra flexible yeposnente endurecerlo para poder
llevar a cabo las funciones de alimentacion, locddroy defensa (Chang, 1995). La
muda, se lleva a cabo mediante varios estadioglidos de manera general en
Postmuda (A y B), Intermuda (C), Premuda (D) y Eisd{E). A lo largo de estos
estadios, se producen variaciones morfolégicasigldigicas muy importantes dentro
de las cuales se encuentran cambios en la expresximatica (Cruz-Suarez, 1996;
Klein et al., 1996). En la Tabla 1 se presenta un resumen sgepimcipales
acontecimientos que ocurren durante los diferepttadios del ciclo de muda de
Litopenaeus vannamei.

Tabla 1.
Resumen de los principales acontecimientos queacualentro de los estadios de

muda deLitopenaeus vannamel.

Estadio Principales Acontecimientos

“A” o Postmuda temprana Absorcion de agua y mimsrgbara e




aumento de tamafio y endurecimiento |del
nuevo exoesqueleto. No hay ingesta|de
alimento ya que las estructuras digestivas
se encuentran muy débiles. La actividad

metabolica enzimética es baja.

Continda la mineralizaciéon y ocurre |la
] ingesta de alimento. La actividad
“B” o Postmuda tardia . o )
metabdlica enzimatica presenta su pico

mas bajo.

Exoesqueleto y estructuras digestiyas
“C” 0 Intermuda mineralizadas. Ingesta de alimento activa y

actividad metabdlica enzimética alta.

Reabsorcién de Calcio en la Dermis para

evitar su pérdida durante la ecdisis. Rico
“D” o Premuda mas alto de alimentacion y actividad
metabolica enzimatica. Acumulacion de

reservas.

Desprendimiento de la cuticula
“E” o Ecdisis extracelular. Su duracibn es de umos

segundos.

Informacién obtenida de Chang, 1995; Cruz-Suarg@261Kleinet al., 1996; Sanchez-Pa&t al., 2003 y

G. Gaxiola, com. pers.

Al llevar a cabo un estudio sobre enzimas digestilas analisis que se realicen
deben delimitarse a individuos que se encuentrezl ensmo estadio de muda, para de
esta forma evaluar los efectos del factor experiatgnno los cambios inherentes al
ciclo de muda. Dadas las caracteristicas que semen durante el estadio “C”, los
analisis realizados durante éste estadio reflegen clondiciones metabdlicas mas
estables de los organismos.

Tomando en consideracion lo antes descrito, eleptestrabajo se centra en
conocer el efecto regulador de las proteinas ddide dependiendo de su origen
(vegetal y animal) en la expresion fenotipica deripsina en la fase juvenil del

camaronLitopenaeus vannamei. Este efecto se analiz6 relacionando la supercigaen



el crecimiento de organismos en dicha fase entabies“C” o de intermuda con el
patron de isoformas revelado mediante la electesferdesnaturalizante en geles de
poliacrimida (SDS-PAGE).

Tomando en consideracion lo antes descrito, eleptestrabajo se centra en
conocer el efecto regulador de las proteinas vegetaimal administradas en la dieta
desde la etapa postlarval, en la expresion fematige la tripsina en la fase juvenil del
camaronLitopenaeus vannamei. Este efecto se analizé relacionando la supercigen
el crecimiento de organismos en dicha fase entalies“C” o de intermuda con el
patron de isoformas revelado mediante la electesferdesnaturalizante en geles de
poliacrimida (SDS-PAGE).



2. Objetivos

Objetivo general

Evaluar la expresion fenotipica de la tripsina iedividuos juveniles de
Litopenaeus vannamei alimentados con proteinas de origen vegetal y @ntontenidas

en la dieta en condiciones de cultivo

Objetivos especificos

- Determinar mediante la técnica de electroforézssdiferencias en el patron de
isoformas de la tripsina en el estadio C de indiwgl juveniles delitopenaeus
vannamei alimentados con proteina de origen animal y pratela origen vegetal

durante las fases postlarval y juvenil.

- Evaluar los parametros zootécnicos de los indosduveniles alimentados con

ambas dietas.

- Evaluar la actividad enzimética de la tripsingiseel origen de proteina con el

que fueron alimentados.



3. Hipdtesis

Hipdtesis nula:

Si se alimenta h. vannamei con dietas que contengan diferentes fuentes pastei

(vegetal y animal) la expresién fenotipica deilasina no variara.

Hipotesis alternativa:

Si se alimenta k. vannamel con dietas que contengan diferentes fuentes pastei

(vegetal y animal), se observaran cambios en leesiqn fenotipica de la tripsina.



4. Metodologia

El presente trabajo se realiz6 en la Unidad Mutiglinaria de Docencia e
Investigacion (UMDI), Facultad de Ciencias, UNAM 8isal, Yucatan (figura 1), en
el periodo comprendido entre agosto de 2006 y oetdé 2007.

Fig. 1. Ubicacién de UMDI (Unidad Multidisciplinaride Docencia e Investigacién), Puerto Sisal,

Yucatan, México.

4.1 Material biologico

Los organismos utilizados fueron identificados colrtopenaeus vannamel
comunmente llamado “camaron blanco del Pacificbtual se ejemplifica en la figura
2.

Fig 2. Camarén blanco del Pacifi¢gtopenaeus vannamei




Su clasificacion es la siguiente:

Phylum: Artropoda.

Superclase: Crustacea. Pennant, 1777.

Clase: Malacostra. Latreille, 1806.

Orden: Decapoda. Latreille, 1803.

Suborden: Dendrobranchiata. Bate, 1888
Superfamilia: Penaeoidea. Rafinesque-Schmaltz, 1815
Familia: Penaeide.

GéneroLitopenaeus. Pérez Farfante, 1967

Especievannamei Boone. 1931

Litopenaeus vannamei se distribuye en el este del océano Pacifico,ed8shora
México hasta Tumbes, al norte de Peru. Tiene predta por los fondos lodosos y se
distribuye desde la linea de costa hasta profuddalae 72 metros (Dore y Frimodt,
1987; Perez-Farfante y Kensley, 1997). El ciclo wiga de estos organismos se
distingue por la presencia de una fase larval cefmphcompafiada por etapas de vida
planctonica y bentdnica, que incluye una penetra€d aguas salobres a esteros y

lagunas litorales y una migracién a aguas ocea(is®, 1974).

4.1.1 Origen de los organismos

Los organismos provinieron de La Paz, Baja Calilgrnde la empresa
“Acuicultores del Pacifico”. Fueron transportado3 abasco, a la granja camaronera
“Hermanos Pefa Benitez”, en donde se llevo a aabdad larval mediante el método de
Galveston (Smithet al., 1993).

El transporte de los organismos, se llevdo a cabd@sas de plastico con
oxigenacion saturada y rodeadas de hielo para mismsu metabolismo y evitar el
estrés. 10 000 individuos arribaron a la UMDI eta@i® de postlarva 15 (pL 15, es
decir que los individuos llevaban 15 dias en éstad) y fueron mantenidas en una
tina de 400 litros. En esta etapa, su alimentaconstd deArtemia salina (3
nauplios/ml), microalga3etraselmis chuii (20 000 cel/ml) y “pellet” (40% de proteina
animal, tamizado a menos de 350um). Se mantuvemrastas condiciones hasta llegar
a postlarva 25 (pL 25).



4.2 Disefio y dispositivo experimental y composia@dietas.

El experimento const6 de dos fases. La primerardaézada en los meses de
febrero y marzo, con una duracion de 36 dias emuesse administraron dos dietas,
una con origen proteico vegetal y la otra con arigeteico animal. La segunda fase se
llevé a cabo en el periodo de marzo a mayo, y tinaoduracién de 54 dias, en donde se
invirtieron las dietas de la mitad de los animaesada tratamiento como se explica en
la figura 3. La secuencia en la cual se asignasietas a las taras en ambas fases fue
obtenida azarosamente.

Fase 1 ({36 dias)

Ii Postlarvas

Fase Z (54 dias)

Juveniles 4' Tratamientos

Dieta Animal (A) — % D Animal+D. Animal “AA™
o Tarascon 10 ind.
SRR Vi
Dieta animal (&)
15 Taras con 20 ind. h_f;‘:
s Dieta Yegetal (%)
i ¥y 6 Taras con 10 ind.

Al

Pl 25 %LE m]

n="300

Dieta Animal (A
6T§r§s cnc:??tltin?j. — & D.Vegetal+ D Animal "WA™

Vil
i

# D Wegetal + D Vegetal "Wy'™

Dieta Wegetal
15 Taras con 20 ind.

Dieta Wegetal (%)
S Taras con 10 ind.

Fig. 3. Esquema de disefio experimental. Se ind&sarutas mediante las cuales se obtuvieron los
cuatro tratamientos, “AA”, “AV”, “VA" y “VV”

Las dietas, fueron disefiadas y producidas en ebratdrio de Nutricion de la
UMDI de la siguiente manera: se homogenizan losentigntes secos de cada dieta
(Tabla 2), durante 20 min. en una mezcladora, gosteente se agrega a la mezcla
aceite de higado de bacalao y aglutinante (Carbaikincelulosa) previamente

hidratado. Se vierte un poco de agua hasta queelalan obtenga una consistencia



pastosa y se procesa en un molino de carne, detewdtienen tiras tipo spaghetti que
se someten a un proceso de secado en la estufatedli@ horas a 60° C. De esta
manera se obtienen los “pellets”, que se almacar®&. El tamafio de la particula con
que se alimenta se obtiene moliendo y tamizandalielento seco y depende del

tamano de las larvas.

Tabla 2.
Composicion de las dietas suministradas a los @ges durante el experimento.

Ingredientes Animal (Calamar) Vegetal (coctel)
(g/100g) (g/10009)
NSM h. de pescado LT 16 9
Pasta de soya 15
Harina de trigo 14 10,5
Calamar seco 30
Conc. proteico de soya 30
Conc. proteico de papa 5
Gluten de trigo 9
Espirulina
Aceite de bacalao 3.5 5
Lecitina de soya 2
Colesterol 0.5 0.5
Almidén 14.5 16.5
Vitamina C 0.0286 0.45
Vitaminas 2 1
Aglutinante 1 1
Zeolita (varcador para
digestibilidag 1.5 15
Total 100 % 100 %

Se indican con azul los ingredientes que solamfartean parte de la dieta animal y con verde los

ingredientes que solamente forman parte de la dégjatal



Tabla 3.

Valor nutricional de dietas experimentales sumiadds a los camarones. annamei”

Dieta Animal “A” Dieta Vet “V”
Lipidos 9.42% 9.92%
Carbohidratos 5.25% 24.64%
Proteina 46.81% BB
Energia digerible kJ/g 71 15

Fase experimental 1

Se emplearon 30 taras plasticas con capacidad dé&r@d y un sistema de
aireacion constante, en cada una de las cualesnderaon 30 individuos, como se
ilustra en la fotografia izquierda de la figure54. realizé un recambio de agua diario de
un 50%.

Fase experimental 2

Se utilizaron 22 taras plasticas con capacidad @ditbs y un sistema de
aireacion constante, donde se sembraron 10 indisien cada una, como se ilustra en
la fotografia derecha de la figura 4. Se cont6 wosistema de flujo cerrado, en donde

el agua permanecia en circulacion vy filtracion.

2 "'l 3/2005

Figura 4. Izq. Fotografia del dispositivo expeniaé utilizado en la Fase 1. Der. Fotografia del

dispositivo experimental utilizado en la Fase expental 2.



Durante las dos fases del experimento, los camarsaelimentaron 3 veces al
dia, a las 08:00, 14:00 y 20:00 hrs. La cantidadlsleento a suministrar fue ajustado
de acuerdo al remanente que se observaba en &&s &smegurando que siempre se
administraraad libitum. Los residuos de alimento y heces fecales se renmoovtodos

los dias a las 11:00 hrs. mediante sifoneo con oexag de aireacion.

El agua que se utilizé durante el experimento seetio a diversos procesos para
asegurar su buena calidad, estos fueron: 1) fiftnacon un filtro de arena de lecho
profundo, 2) paso por lamparas de luz ultraviol&gpaso por Ozonificador para
controlar la presencia de bacterias y 4) despliaggion mediante un espumador.
Diariamente se monitorearon los parametros deidatin concentracién de oxigeno y

temperatura.

4.3 Obtencién de las muestras

Al final de la segunda fase se realiz6 un muesteodonde se registré el
crecimiento y la supervivencia y se obtuvieron tasestras, para lo cual los
organismos fueron pesados y disecados. El estadioudla se determind a partir de un
urépodo (Aquacop, 1975). Los tejidos fueron inmediiente congelados de manera

individual en nitrégeno liquido (-196 °C).

4.3.1. Preparacion de las muestras

Se homogenizaron los hepatopancreas de los indisidn estadio de muda C que
se obtuvieron en el muestreo, en 500 pl de aguapulta. Posteriormente se
centrifugaron las muestras a 14 000 rpm. duranten20D a 4 °C y se recupero6 el

sobrenadante. A partir de esta soluciéon se corgiguidiluciones 1:10 y 1:100.
4.4 Actividad enzimatica de la tripsina
Este analisis se llevo a cabo en las muestrassdedoviduos en estadio de muda

“C” o intermuda obtenidas en la segunda fase de¢®xento, mediante el método de
Geiger (1988), el cual se lleva a cabo de la sigaiemanera:



Se calibra el espectrofotometro realizando unaitac 450 nm. de una cubeta de
1 ml. con una solucion homogénea de buffer Tris M.pH8 y substrato BAPNA
(Benzoil-arginine-paranitroAnilide). A continuaci®e agrega a la solucion 10ul de
dilucion 1:10 de extracto de hepatopancreas, yos®beniza, se coloca la cubeta en el

espectrofotometro y se calibra a cero.

Posteriormente se registran los valores de absoebatel primer y segundo
minutos, ya que dividiendo su diferencia entreoaficiente de extinciorefos== 1.02 L
mol* cm™), y dividiendo el resultado entre el volumen dealzuota de la muestra

expresada en ml., se obtiene la unidad de actipdateéolitica de la enzima.

U/ml.= (Dif abs. /e405)/ml. de alicuota

Una unidad de actividad enzimatica se define clammantidad de enzima que se
requiere para liberar 1 mM de substrato en un minut

4 5 Electroforesis

Para determinar la presencia y la variacion deidafbrmas de la tripsina, se
realizaron electroforesis en geles de poliacril@amidl 12%, en un medio
desnaturalizante de SDS (Sodium-dodecyl sulfatagxa 1).

4.5.1. Preparacion de las muestras para la cateédadectroforesis

Antes de descongelar las muestras y con el finuéepgrmanezcan a temperatura
ambiente lo menos posible, se colocan en una piecdrio cubierta con papel
parafilm®, 15 alicuotas de 5pl de solucién de azul Bromdfe(dnexo 1).
Posteriormente se descongelan las muestras y sdamd® pl de cada una con una de

las alicuotas de la solucién de azul de Bromofenol.

4.5.2 Preparacion del marcador

Para clasificar las enzimas que se desprendierda electroforesis se utiliza un
marcador de bajo peso molecular (Sigma M&tk3913-10VL). De la misma forma
qgue las muestras, se mezclapl Ble marcador con B de solucién de azul de

Bromofenol.



4.5.3. Corrida de las muestras
La corrida electroforética se lleva a cabo «€ 4 100 V durante 90 min.,

supervisando que el frente de corrida quede a 2lehiinal de la placa.

4.5.4. Revelado del gel

Al terminar el tiempo de corrida, los geles se tacan agua destilada en tres
sesiones de 5 min., para que no queden residusB8ey las enzimas puedan recuperar
su forma nativa y reaccionar con el substrato, s#a easo Caseina al 1% en Buffer
fosfato a pH 8. Se llevan a cabo dos incubacidaegtimera con una duracion de 30
min. a 4 °C para que el substrato (Caseina 1%)fsedd bien por todo el gel y la
segunda con una duracion de 90 min. a 37 °C, ededocurre la reaccién enzimatica
(Garcia-Carrefiaet al., 1993). Al terminar la incubacion se repite @tamiento de
lavado en 3 sesiones de 5 min. y se tifie con unaiéo de azul de Coomasie (Anexo
1). La tincion se lleva a cabo introduciendo loeg@or lapsos de 10 segundos al horno
de microondas hasta que presenten el mismo tondags@ucion. Posteriormente se
dejan reposar durante 10 a 15 min. a temperatobéeate en constante agitacion. La
destincion se realiza con una solucién de decdtma@pida (Anexo 1), en donde se
sumergen los geles y se mantienen durante aproammatte dos horas a temperatura
ambiente y en constante agitacion. Al término seesgen en agua ultrapura, donde

permanecen toda la noche.

4.6. Andlisis Estadistico de los resultados

En el andlisis de los datos de supervivencia, mieaito y actividad enzimatica, se
aplicé un modelo bifactorial, con la dieta inic{glase 1) como factor 1 y la dieta final

(Fase 2) como factor 2.

Se aplicé la transformacion angular a los datoxerduales de supervivencia
previo a su analisis. Se corroboré la homogenettaths varianzas con la prueba de
Cochran (en el caso de datos balanceados), y cale |Bartlet, para los datos no
balanceados, para los cuales también se corrobdistiibucion normal (Underwood,
1997).



5. Resultados

5.1 Supervivencia

Al comparar estadisticamente las medias de loantiahtos, no se encontro
interaccion entre el efecto de la dieta iniciahihal (p=0.32, F=1.01). Por otro lado se
concluyd que no existe diferencia significativarentinguno de los cuatro tratamientos
debido al efecto de la dieta inicial (p=0.36, F&).8i debido al efecto de la dieta final
(p=0.84, F=0.04).

El porcentaje de supervivencia mas alto fue eltdghmiento VA (organismos
alimentados con dieta Vegetal durante la primesa fa con dieta Animal durante la
segunda), con 90%, seguido por el tratamiento Wgaismos alimentados con dieta
Vegetal durante las dos fases), el cual logré 88.88 supervivencia. El tratamiento
AA (organismos alimentados con dieta Animal duralate dos fases) termind la
segunda fase con el 88% de los individuos, y [@esivencia mas baja fue la del
tratamiento AV (organismos alimentados con dietan¥ah durante la primera fase y
con dieta Vegetal durante la segunda) con 85%.sEptwcentajes se encuentran

representados en la figura 5.
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Figura 5.Gréfica de la relacién de la dieta inigidihal con el porcentaje de supervivencia de los

cuatro tratamientos aplicados a los camarangannamei.



5.2 Crecimiento

El tratamiento que presento6 el peso promedio mayor,9.39gr fue VA, mientras
que los organismos del tratamiento AA presentaramedia de 8.61gr. Por otro lado,
los individuos del tratamiento AV, presentaron umeadia de 7.92 gr., mientras que
aquellos del tratamiento VV fueron los que obtusela media menor, siendo esta de

6.60 gr. Estos datos se encuentran representadagigura 6.
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Figura 6. Grafica de la ganancia en gramos (crecitn) en camaronés vannamei, alimentados
con diferentes fuentes proteicas. Relacion digela final e inicial con el peso promedio en grarde

los individuos de los cuatro tratamientos

Mediante el analisis bifactorial de los datos, s&dnind que el efecto de la dieta
inicial y la dieta final son dependientes (p= 0.6% 6.07). Se encontré6 que no se
presentd una diferencia significativa entre losaorgmos debido al efecto de la dieta
inicial (p= 0.57, F=0.31), més ésta si se preseoteel efecto de la dieta final (p<0.05,
F=17.31).

Por otro lado, se determiné que existe una ditéaesignificativa entre los
organismos cuya dieta inicial fue Vegetal (VV y V@K 0.05), siendo los alimentados
con dieta animal durante la fase 2 (VA) los quelrgiegton un mayor crecimiento, como

se muestra en la figura 6.



5.3 Actividad enziméatica de la tripsina

En la figura 7 se encuentran representados losltades de la actividad
enzimatica de la tripsina obtenida para los 4 mna&atos. El tratamiento AA presento la
mayor actividad enzimatica con una media de 0.94nmglUmientras que el tratamiento
VV presentd la menor actividad con una media derm®mg. El tratamiento AV
presenté una media de 0.5 mU/mg, mientras quataniiento VA presentd una media
de 0.6 mU/mg
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Fig. 7. Relacion de las dietas inicial y final daractividad enzimatica de la tripsina de los imdliosL.

vannamei a los que se aplicaron los cuatro tratamientos

Después de la comparacion estadistica de las medidss tratamientos, se
determind que los efectos de la dieta inicial yalfino presentaron una interaccion
(p=0.79, F=0.072) y que existié una diferencia iicgtiva entre los tratamientos AA y
VV (p=0.029)

5.4 Isoformas de tripsina



El zimograma observado consta de 4 bandas eteelato de 14 a 20 kDa, como

se ilustra en la figura 8. El patron de estas barmancide con el referido en la

literatura como el de la tripsina.

Marcador de peso
Mar s ardur Muestras de l molecular
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Fig.8. Der. Esquema de la posicién de las bandamnémadas en el gel. 1zg. Fotografia del gel de
electroforesis con muestras de hepatopancrehswdenamel en condiciones nativas. Las isoformas de la

tripsina se encuentran indicadas, asi como losadares de peso molecular.

Los fenotipos que se obtuvieron mediante el agalisilos geles se muestran en la
tabla siguiente:

Tabla 4.
Fenotipos obtenidos mediante electroroforesis deofganismos muestreados de
los cuatro tratamientos

Bandas Tratamientos
AA AV VA W%
20 kDa X X X X
19 kDa X X X X
18 kDa X X X
14.5 kDa X X X




6. Discusion

6.1 Zootecnia

Los resultados nos indican que los organismos aliaes con proteina vegetal
son capaces de obtener el mismo porcentaje devsugraria que los individuos
alimentados con proteina animal, no sélo en eldestde postlarvas como se habia
concluido en trabajos anteriores como el de Bri#d04), Cuzon (2004b), Jiménez
(2004), Gaxiola (2006) y Maldonado (2007), sino én al ser alimentados con esta
fuente proteica en el estadio de juveniles. Losltados en cuanto al crecimiento
coinciden con lo propuesto por los mismos autoresengs plantean que debido a la
naturaleza omnivora deitopenaeus vannamei, las postlarvas alimentadas con dieta
Vegetal son capaces de alcanzar las mismas takasupando son alimentados con dieta
Animal. En el presente trabajo se observé que testlgpvas alimentadas con dieta
Vegetal, al seguir ingiriendo dicha dieta en lgpatade juveniles (VV), presentan un
crecimiento muy bajo, en comparacion con los irilios con la misma dieta inicial que
al pasar al estadio juvenil se alimentan con pnatahimal (VA), los cuales presentaron

el mayor crecimiento de los cuatro tratamientaguft 6).

6.2 Actividad enzimatica

La actividad enzimatica es un parametro que intficdegradacion quimica del
alimento. Esta varia con los ritmos cronobiolégiatsrante el desarrollo ontogénico,
durante la muda, debido al tipo de alimento y aféasores ambientales (Cruz, 1996;
Gaxiola, 2006), por lo que la influencia de unoed#os factores de manera aislada se
debe analizar con reserva. Sin embargo, estenpé@ ha sido utilizado como un
indice del estado nutricional de los camaronesoewiciones de cultivo para estimar
una formulacion adecuada en las dietas ya que asreferencia directa sobre la

respuesta de las enzimas (Lemos y Rodriguez, 1998).

Maldonado (2007), no encontré diferencias signiifies entre postlarvas de
Litopenaeus vannamei alimentadas con dietas con proteina animal y prateegetal.

Por otro lado, Lemos y Rodrigu¢k998) y Gaxiolaet al. (2006) encontraron que la



actividad enzimatica ddé’enaeus japonicus y Litopenaeus vannamei sometidos a

diferentes tratamientos, solamente presentan dif&xe al pasar al estadio de juveniles,
cuando el hepatopancreas esta formado en su &mtalitbn base en estos estudios, se
puede deducir que los cambios en la actividad eitiien que se observan entre los

tratamientos ocurren en el estadio de juveniles.

Dado que los resultados entre los tratamientogawvatépendiendo de la dieta con
la que los individuos son alimentados en el estddigpostlarvas proponemos que el
efecto de las dietas a pesar de no expresarsetelagorimera fase, es acumulativo, lo
gue concuerda con las diferencias entre los tratatos, donde los organismos que se
alimentaron con dieta vegetal durante las dos f4%&4§ presentaron la menor
actividad, los que se alimentaron con proteina ahuduorante las dos fases (AA) la
mayor y los que se sometieron a un cambio de ¢fefay VA) presentaron valores

intermedios, como se representa en la figura 7.

En los trabajos de Brito (2004) y Gaxiola (2006)asmlizaron los efectos del
origen de la proteina contenida en la dietd_ikopenaeus vannamei, de igual manera
que en esta investigacion, se encontré una maywidac enzimatica de la tripsina en
los individuos alimentados con proteina animal gudos individuos alimentados con
proteina vegetal. Sin embargo, en dichos estutbesyalores de las demas proteasas
como la quimotripsina, carboxipeptidasa y aminojdegh se expresaron de manera
irregular por lo que plantean que es posible quea leistido una compensacién por
parte de las otras proteasas en la degradaci@s gedteinas, y que la baja actividad de
la tripsina tal vez se deba a la presencia de hibidor en los concentrados proteicos

vegetales.

Si comparamos los resultados de actividad enzimaficcrecimiento de los
tratamientos con dieta inicial animal (AA y AV) ctos resultados de los tratamientos
con dieta inicial vegetal (VA y VV), encontramoseglos efectos de las dietas finales,
exhiben el mismo patrén, donde la dieta vegetal @sbciada a un menor crecimiento y
actividad enzimatica y la dieta animal a un mayeciniento y actividad enzimatica.
Los resultados obtenidos en los tratamientos equeshubo un cambio de dieta (VA 'y
AV) indican cémo el efecto de la dieta inicial senttarresta con el efecto de la dieta

final, ya sea en aumento o decaimiento.



Estos resultados sugieren gue los individuos qgerian dieta con proteina de
origen vegetal cuando eran postlarvas presentabasfuerzo digestivo, es decir que
estaban desempefiando mas trabajo para poder obtgnentes a partir de su alimento
que aquel que desempeiiaban los individuos alimesteoh proteina animal. Al pasar
al estadio de juveniles a dieta con proteina animel mismo esfuerzo digestivo
aplicado a ésta proteina produjo un mejor aprove®t@o de los componentes de la
dieta, lo que explica que el crecimiento que priesetos individuos del tratamiento
“VA” sea el mayor. Por el contrario, los organisnipge siguen siendo alimentados con
dieta Vegetal durante la segunda fase (tratami&m) permanecen realizando este
esfuerzo digestivo, sin obtener los nutrientes seas para un optimo desarrollo, por
lo que presentan valores mas bajos tanto de creagioncomo de actividad enzimatica.
Estos valores se encuentran representados en uea fi§ Llama la atencion la
posibilidad de instaurar una técnica de alimentadiésada en la manipulacion del
esfuerzo digestivo que se puede obtener mediaratikelaacion del origen proteico de

las dietas para alcanzar valores mas elevadosdeniento.

A pesar de que en crustaceos no se ha estudiadéamea en donde se manipule
el esfuerzo digestivo, esta si se ha llevado a embanimales de granja. Existe una
técnica, utilizada sobre todo en ovejas, llamadasting” (nivelacion), que consiste en
administrar raciones mas grandes y mejoradas ae@id a las hembras unas semanas
o dias antes de que ocurra el apareamiento, cdim eéle mejorar su desempefio
reproductivo. La técnica se basa en que dado guetebolismo de los organismos esta
acostumbrado a un menor aporte de nutrientesec#dir éste estimulo, las hembras
presentan un mejor desempefio reproductivo, lograader mas descendencia en
mejores condiciones (Venter y Greyling, 1994). Atmino de la temporada de
reproduccién, la racion y los complementos alingéosi son disminuidos para de esta
forma reducir el peso de los individuos, por erme dostos de alimentacion, y poder
aplicar la misma técnica en la temporada de repadn siguiente (Bianchet al.,
2001). Aunque existen grandes diferencias en ekjoate estos rumiantes con el de la
camaronicultura, esta técnica puede servir comantecedente sobre la utilizaciéon del
esfuerzo digestivo para lograr crecimientos o delas acelerados en etapas criticas
del organismo. Es importante remarcar que diveesbsdios sobre esta técnica, han

demostrado que si las ovejas no se encuentran @uam estado alimenticio durante



todo el afio, no se obtienen buenos resultadodpppre se debe contar con un control
muy riguroso en la adecuacion de las raciones cuaades temporada de reproduccion
(Molle et al., 1997; Bianchet al., 2001 y Sormunen-Cristian y Jauhiainen, 2002).

En organismos marinos, lo mas parecido a una i@cdé& manipulacion del
esfuerzo digestivo mediante el contenido dietétiam sido los trabajos realizados por
P.C. Morris (2003), quien investigd el efecto deeralr la proporcion de proteina y
lipidos en la dieta, en diferentes etapas de la ks crecimiento del salmd@&almo
salar. Su trabajo se centra en disefiar un programa ideerghcion en el que la
proporcion proteina/energia vaya descendiendouessdp que los cambios en la dieta
ocurran en el momento adecuado, es decir, sinaafecen el mejor caso favoreciendo
el crecimiento de los organismos. Morris se basl&estudios realizados por Eingn
al. en 1999, quienes concluyeron que los efectosodecambios en la proporcion
proteina/energia en los salmones son mas marcadaodieiduos de cierto peso. Estas
conclusiones concuerdan con lo observado mediantéchica de “Flushing” en las
ovejas, en donde los resultados que se obtiendratiiniento, también dependen de la

condicion alimenticia en la que se encuentren tgarasmos.

En el cultivo del camarén, existen dos momentoscod en los que seria muy
aprovechable un mayor crecimiento o un desarraldeaado de los organismos: cerca
del momento de cosecharlos, en el casbitbpenaeus vannamei, alrededor de los 8 0 9
meses, dependiendo de la demanda del mercadoangd@se busca su reproduccioén,
sin embargo, dado que el objetivo principal de esteidio no era el de lograr una
estrategia de alimentacion, quedan al aire muchiaguptas relacionadas con el
establecimiento de la técnica, como si los organssgeran capaces de alcanzar la etapa
reproductiva y tener descendencia, cual es el itapaclargo plazo del esfuerzo
digestivo en el crecimiento de lo organismos, desudon los intervalos de tiempo en
los que se puede aplicar esta técnica sin queesernie un efecto perjudicial mayor.
Estas preguntas y la busqueda de sus repuestpsnprouna linea de investigacion en
torno a la implementacion de una técnica de aliawdm para el camaronicultivo,
basada en los resultados de este estudio, es dacla manipulacion del esfuerzo
digestivo que se logra mediante la alternaciorodgen proteico de las dietas.



6.3 Caracteristicas de las proteinas vegetales

Debido a las ventajas del uso de las fuentes paesteiegetales antes presentadas,

éstas han sido objeto de estudio de muchas inaegies.

Las principales diferencias de las proteinas amisngllas vegetales se refieren a
qgue las primeras estan asociadas a una aportagiopleta de aminoacidos y a una
mayor aceptacion de las dietas dado que son nadiadis y palatables, mientras que
las segundas parecen no aportar todos los amimsaadenciales del camarén y

presentan factores antinutricionales (Cruz-Suérak, 2000; Martinezt al., 1996).

Dichos factores antinutricionales pueden ser disidos mediante varias técnicas.
Rehman y Shah (2005) realizaron un estudio, en elaminpararon los efectos de
diferentes métodos de coccién sobre los factoréauwdricionales y la digestibilidad

proteica en varias especies de legumbres. En distunlio se encontré que sometiendo
a las diferentes legumbres a procesos de cocasmritinutrientes se ven disminuidos

y la digestibilidad proteica aumenta de maneraidenable.

Para la elaboracion de las dietas utilizadas emstruu@xperimento, el alimento fue
sometido a un proceso de coccion a 60° C durante.,1onsiderando que con este
tratamiento se reduciria el nivel de antinutrienR® otro lado, las dietas se llevaron a
cabo con concentrados proteicos de las fuentestalege ya que mediante el
procesamiento de concentracién proteica no sossgura una mayor disponibilidad
de proteina, sino que también contribuye en la ae@do de los compuestos

antinutricionales que la coccidn no es capaz devemDrewet al., 2007).

Habiendo utilizado estas técnicas para la dismimudie los antinutrientes inherentes a
la proteina vegetal y para el aumento de su digkd#id, consideramos que se
favorecié el aporte proteico de la dieta vegetadiante mecanismos que no tienen un

gran costo, por lo que su utilizacion en grandesliciones es aplicable.



6.4 Evaluacion fenotipica de la tripsina

El peso molecular reportado para las isoformasadegsina obtenidas mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida preseigeras variaciones. Sainet al.
(20044a), reporta pesos de 23, 22 y 21 kDa; Muhlraakan y Garcia-Carrefio (2002)
reportan pesos de 22.0, 20.7, 19.4 y 17.7 kDa yd&@ Muruetaet al. (2004) reportan
pesos de 23, 21 y 19 kDa, por citar algunos. Eiredente estudio, obtuvimos bandas
con pesos de 20, 19, 18 y 14.5 kDa y dado quesamde aparicion coincide con el
presentado por los estudios mencionados, presungo®gstas bandas corresponden a

isoformas de tripsina.

En 1996, Klein et al. mediante el analisis bioquimico y molecular del
hepatopancreas, determiné que la tripsind.iéopenaeus vannamel presenta un alto
grado de polimorfismo. En su estudio, encontrécuesecias de ADN clonado (CADN)
correspondientes a 5 isoformas de tripsina a lasdlgnominé variantes 40, 21, 39, 30 y
42 y las caracterizé en 2 genes (try Pv | y trylIBv Al realizar electroforesis de

proteinas de las muestras de hepatopancreas, enadhte las 5 isoformas.

Sainz et al. (2004a) purificé y caracteriz6 mediante paransetodoquimicos,
moleculares y cinéticos, tres isoformas de tripdamcuales coinciden con las variantes
30, 21 y 39 6 40 propuestas por Kletral. (1996). Estas isoformas fueron nombradas
A (21 kDa), B (22 kDa) y C (23 kDa) segun el aurneste su peso molecular. La banda
de menor tamafo encontrada en el presente tragagmcuentra reportada solamente en

el trabajo de Muhlia-Almazan y Garcia-Carrefio @00

En 1998, Kleinet al. mediante el analisis de ADN obtenido de células
espermaticas deitopenaeus vannamei, obtuvo las secuencias de tres genes de tripsina,
dos de las cuales corresponden a las secuenc@sdé encontradas previamente por
la misma autora (1996) en muestras de hepatop&n@eatro de las explicaciones para
el hecho de que la tercera secuencia no hubievaubidada anteriormente, plantea las
posibilidades de que dicha secuencia se expresgneestadio de vida distinto al
estudiado, o que la presencia de éste mensajaronserespuesta a factores externos

como la naturaleza de la proteina contenida eline¢ato.



Sumando la propuesta de regulacién debida a lasteaisticas del alimento de
Klein et al., (1998), con el hecho de que Saeizal., (2004a) no encontrara una
isoforma que se acoplara a la variante 42, y ausadae en el trabajo de Muhlia-
Almazan y Garcia-Carrefio (2002) se reportara lagm@a de 4 bandas paralogas de
tripsina, presumimos que la cuarta banda corregpandha isoforma de tripsina, la cual

denominamos A’, para evitar una confusién con @éénmropuesto por Sainz (2004a).

Debido a la importancia de la tripsina en el proads digestion, la regulacion de
su expresion ha sido estudiada en varias esp@&eegaet al. (1997) reportd que las
hembras del mosquito dedes aegyptii regulan la sintesis de dos isoformas de mARN
mediante la hormona juvenil. Rungruangsak-Torrigsairealizado diversos estudios
sobre la influencia de diferentes factores ambiestan la regulacion de las isoformas
de la tripsina del salmon del Atlantic&lmo salar. En 1998, encontré que la
temperatura en la cual ocurren la incubacion yoetienzo de alimentacion afecta la
expresion de las isoformas de la tripsina, porde dicho patron es un factor primario
para la conversion alimenticia y el crecimiento.n@ondo con estos antecedentes,
diversos investigadores enfocados a la acuacudturaan dado a la tarea de evaluar las
diferencias en la expresion de las isoformas deidaina como una consecuencia del

tipo de dieta con la que se alimenta a los camarone

Uno de los primeros estudios realizados en camareméorno a las isoformas de
la tripsina fue el de Le Moullaet al. en 1994. En este experimento se analizo el efecto
de diferentes porcentajes de Caseina en la digtg 48%) en organismos de la especie
Litopenaeus vannamei alimentados una vez al dia durante 20 dias. Nensentraron
diferencias en la expresion de la tripsina asosiaglda dieta, mas es importante
considerar que no todas las variables obtienen ceswdtado la misma respuesta y una
explicacion a que no se sintetice una isoformaintéstpuede basarse en que las
condiciones a las que fueron sometidas los indosdiurante el experimento no fueron

las adecuadas.

Posteriormente en 2002, Muhlia-Almazan y Garcia<Zar analizaron el efecto
de la muda y el ayuno. El trabajo constd de dosmxentos. En uno de ellos, se
evaluaron los efectos del estadio de muda y det@yasta por 5 dias y en el otro se

evaluaron los efectos del ayuno a corto plazojgratd desde a 0.5 a 48 horas. A pesar



de que no se encontré una correlacion entre el ridebandas, el estadio de muda y
el tiempo de ayuno en ninguno de los dos experimseritama la atencion que la
isoforma de menor tamafo, presumiblemente A’ sofeenaparecié en los fenotipos de
los individuos sometidos al experimento de ayufaygo plazo. Los autores del articulo
plantean que el cambio en el nimero de bandasreugige la presencia de las
isoformas de tripsina de los camarones dependasdeelcesidades del organismo para
llevar a cabo la hidrdlisis de proteinas.

Dado que las isoformas de la tripsina estan asasiaoin una digestion diferencial
(Sainzet al, 2004a), y que la isoforma A’ solo se presentfosrorganismos que alguna
vez ingirieron dieta Vegetal, nuestros resultadagesen de la misma forma que los
obtenidos por Muhlia-Almazan y Garcia-Carreiio, gllecambio en el niamero de
bandas, es decir, la sintesis de esta isoformasitrdtamientos que ingirieron dieta

Vegetal, surge como una respuesta a la necesiddidetér o hidrolizar dicha proteina.

Sainzet al., (2005), estudié la modulacion de la aparicioagdeisoformas A, B y
C en relacion con el ciclo de muda, la actividadirdtica y bajo el efecto de dos dietas
comerciales y observé que estos factores no afemtasu aparicion. Mediante la
comparacion de las isoformas presentes en progesitoy sus respectivas
descendencias, determind que las isoformas A, B weCsegregan de manera
mendeliana, con lo que el autor concluye que lowfas internos y externos no alteran

la expresién fenotipica de la enzima.

La segregacion mendeliana de los alelos descritécSpmzet al., (2005), no se
contrapone con el efecto modulador de la dieta takgga que la expresion de la
isoforma A’ surgidé como respuesta a un factor qoiese contemplé en su trabajo. En
trabajos posteriores seria interesante estudsedeegacion alélica de las isoformas de
la tripsina, sometiendo a los organismos a unadienh proteina vegetal, para de esta

manera evaluar la segregacion del alelo de laaisotorma.

El disefio experimental del presente trabajo pedm#tomar elementos de las
publicaciones anteriores y considerarlos en coajyrdra de esta manera no solamente
evaluar el efecto del origen de la fuente protaiteo tomando en cuenta distintos

factores como el seguimiento de la respuesta eztdpsis de postlarva y juvenil.



La relacion del nivel de transcritos de tripsinaARN) con la actividad
enzimatica especifica de la misma, ha sugeridosguesgulacién ocurre de manera
transcripcional (Kleiret al., 1996 y Saingt al., 2005), sin embargo, se plantea, debido
a la rapida respuesta de traduccion de los traoscrue exista también una regulacion
post-transcripcional (Sanchez Paizal., 2003). Ambos niveles de regulacion dejan la

puerta abierta para la explicacion de la presateia isoforma A’

Una de las ventajas de analizar las caracterigBoasipicas de los organismos, en
este caso la presencia de isoformas de tripsisnda @e estar evaluando el efecto ultimo
de las condiciones experimentales, como puedelvs&fectos de la dieta. A pesar de
gue el mMARN da una idea de la sintesis “potenael’producto de un gen particular,
no existe una relacion estricta entre el mMARN yrateina sintetizada. Es decir, que
tener una secuencia transcrita, no necesariamapileca tener una proteina funcional
en la célula y por lo tanto conocer el fenotipon@ez Pazt al, 2003; Sainzt al.,
2005).

Un aspecto importante del presente estudio, sereefi que no sélo nos basamos
en las enzimas presentes en el hepatopancreagjuenga que debido a su naturaleza
hidrolitica, las enzimas digestivas se sintetizama zimdgenos, también analizamos la
presencia de las isoformas activas. Esto se logrdiag a la técnica de incubacion del
gel de electroforesis en un substrato (Garcia-@ayr£993), por lo que evaluamos los
efectos de las dietas considerando no solo laaeigu transcripcional y traduccional,

sino también los controles postraduccionales, es dia activacion del tripsinégeno.

En estudios posteriores seria muy interesante bacgeguimiento de la expresion
de las isoformas en individuos a lo largo del tiegmonforme se invierte la dieta. Esto
se puede lograr con la técnica propuesta por Cartiwruetaet al. (2004), en la cual
las muestras para la electroforesis son obtenigasta de las heces de los individuos,
por lo que se vuelve innecesaria la extracciorhdphtopancreas y por ende la muerte
del organismo, otorgando la posibilidad de analiaarvariaciones de su fenotipo a lo

largo de todo el experimento.



Arena et al., (2003) mediante el estudio del efecto de la duicecion en la
capacidad de asimilar los carbohidratos La®penaeus vannamel, descubrié que la
frecuencia alélica en las formas de la amilasasnia enisma en distintas generaciones
de cultivo, disminuyendo en relacion a poblaciosibgestres, la enzima encargada de
digerir los carbohidratos del hepatopancreas;danilasa, se hacen menos frecuentes en
relacion con el aumento del grado de domesticaiéto se debe a que en las dietas
utilizadas en los sistemas de cultivo, los carh@itad se incluyen en muy bajas
proporciones, y es el contenido de proteinas lofijueiertas caracteristicas por lo que

la importancia para los individuos de la presedeidaa-amilasa disminuye.

Apoyados en lo anterior, proponemos que el faaber rggula la presencia de los
alelos de la tripsina, es el tipo de alimento geeescuentra en el habitat de los
individuos, y que estos tienen un amplio especgoraspuesta, con la posibilidad
potencial de digerir distintas fuentes de alimeptw,lo que la disponibilidad del tipo de
alimento del area en el que se desarrollan, infiliygectamente en la fijacién de los

alelos, favoreciendo a un fenotipo determinado.

En estudios posteriores sobre esta misma lineavéstigacion, la purificacion y
caracterizacion de la isoforma A’ permitira compasas caracteristicas con las de las
isoformas A, B y C, analizar su relacion, y posidsite determinar si su activacion

representa o no una ventaja en la hidrélisis gedeeina vegetal.



7. Conclusiones

Los efectos referentes al crecimiento y la actdigéazimatica de las dietas con
fuentes de proteina animal y vegetal, administamfola etapa juvenil a los organismos
de la especikitopenaeus vannamei, se encuentran directamente afectados por la fuente
de proteina en la dieta con la que los individwsaimentados en la etapa postlarval.
La supervivencia de los organismos no se ve afacpanl las fuentes de proteina

utilizada en las dietas, tanto en la etapa postlacomo en la etapa juvenil.

La dieta con proteina de origen vegetal, inducen @&sfuerzo digestivo en los
organismos. Los efectos de este esfuerzo, no svalnsen la etapa de postlarvas, sin
embargo, inducen a valores mas bajos de crecimyeattividad enzimatica en la etapa
juvenil. Los resultados obtenidos en cada tratammjeson producto tanto de la
combinacion de las dietas, como del orden en efugren administradas. Esto explica
que el tratamiento con un mayor crecimiento hagla si que consistié en alimentar a
los individuos en la etapa postlarval con dietaetalgy en la etapa juvenil con dieta
animal (“VA”), ya que la dieta inicial indujo el ®e®rzo digestivo durante la primera
etapa , sin embargo, al administrar la dieta aniciaho esfuerzo indujo a una mejor
aprovechamiento del alimento, lo que se reflejuenmayor crecimiento que el
alcanzado incluso por los organismo alimentado dmta animal durante todo el

experimento.

La dieta con proteina de origen vegetal induceexpaesion de cuatro isoformas
de tripsina, con pesos moleculares de 20, 19,18%kDa, a diferencia de la dieta con
proteina de origen animal que solamente inducs drkes isoformas de mayor peso. La
isoforma de menor peso, nombrada en el presenteli@stomo A’ solamente se
encuentra reportada en el trabajo de Muhlia-Almagasarcia-Carrefio (2002), sin
embargo, a diferencia de las otras isoformas, enwasllevado a cabo su purificacion y

caracterizacion.

Dado que la isoforma A’ surge como una respuekdaleeta con proteina vegetal,
es posible que el esfuerzo digestivo de los orgarssalimentados con esta proteina se

encuentre asociado a la presencia de dicha isoforma
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Anexo

1.-Gel de poliacrilamida al 12%

Reactivos Volumen (ml)
Agua bidestilada 1,6
Acrilamida/bisacrilamida 30% 2,0

Tris 1,5 m pH 8,8 1,3

SDS 10% 0,05
Persulfato de amonio 10% 0,025
TEMED 0,0025

2.- Acrilamida al 30%

Reactivos Concentracionlfina
Acrilamida 29,2%
Bisacrilamida 0,8%
Mezcla total 30 30%

3.- Buffer Tris 1,5 m ph= 8,8

Pesar 181,65 g de tris base y enrasar con agustilada hasta un volumen de 1 L. Ajustar a
pH= 8,8 con HCI.

4.-Persulfato de Amonio (aps 10%)

Pesar 100 mg y diluir en un volumen final de 1 mh agua tridestilada. Esta preparacion

debe ser de 1 semana de antigiedad como maximo.

5.-SDS 10%

Disolver 10 g de SDS en 80 mL de agua bidestilada,vez disuelto se lleva a pH 7,2 con
NaOH, finalmente se completa hasta 100 mL con bgiestilada.



6.-Azul de Bromofenol

Mezclar 500ul de Buffer 8.8 (Tris-Glicina-SDS), 500de glicerol al 50% y una punta de

espatula de azul de Bromofenol.

7.-Solucién madre de azul de Comasie R250

Disolver 0,25 g de azul brillante de coomasie R&5®0 mL de metanol:H20 (v/v 1:1) y 10
mL de acido acético glacial. Filtrar la soluciotravés de un papel Whatman il para
eliminar los residuos extrafios. Antes de usar agjaeposo por una semana en un frasco
oscuro.

8.- Solucién de decoloracién rapida

Mezclar 10 mL de acido acético glacial con 50 mlnaanol. Llevar la solucion a 100 mL

con 40 mL de agua destilada.
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