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RESUMEN

LOPEZ GALICIA MRIYA MICHELE CELESTE. Crecimiento, supervivencia,
composicion bioquimica y expresion génica de enzimas digestivas en larvas de camardn
Litopenaeus vannamei alimentadas con el nematodo Panagrolaimus sp., usando dos
densidades y dos frecuencias de alimentacion (bajo la direccion del MVZ EPA Luis Andrés
Castro Fuentes, la Dra. Laurence Stéphanie Mercier y la Dra. Norma Angélica Estrada

Mufioz).

La escasez y el alto precio de la Artemia constituye un problema que amenaza la produccion
mundial del camardn Litopenaeus vannamei. Recientemente, el nematodo Panagrolaimus
sp. ha mostrado ser un posible sustituto de la Artemia en la alimentacion larval y postlarval
de L. vannamei. Dicho nematodo tiene una alta tolerancia a la desecaciéon y contiene
naturalmente acido eicosapentaenoico (EPA), acido araquiddnico (ARA) y puede ser
enriquecido con el é&cido docosahexaenoico (DHA) wusando el dinoflagelado
Crypthecodinium cohnii. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de dos
densidades de nematodos con dos frecuencias de alimentacion en el desempefio zootécnico
(longitud total, peso seco, supervivencia y porcentaje de organismos en Postlarva I, PL.I),
composicion bioquimica (proteinas totales, lipidos totales, carbohidratos totales y glucogeno)
y expresion de genes de enzimas digestivas (amilasa, lipasa, tripsina, quimotripsina y
catepsina) de larvas de L. vannamei. Desde el estadio Zoea Il hasta PL.I, tres dietas fueron
suministradas usando dos frecuencias de alimentacion (1 y 3 veces/dia): 1- 100% Artemia
(A, control); 2- 100% Nematodos (NG); 3- 75% Nematodos + 25% Artemia (75NG). Cada
tratamiento fue evaluado con tres réplicas. EI muestreo se realizé después de 9 dias de
alimentacion. A partir de los resultados, se recomienda alimentar las larvas de L. vannamei
con 75% nematodos + 25% Artemia al menos tres veces al dia desde Zoea Il hasta PL.1. El
suministro una vez al dia de 100% Panagrolaimus sp. provoca probablemente un mayor
desgaste energetico en las larvas ya que se observo una sobreexpresion génica de la amilasa,

lipasa y quimotripsina.



INTRODUCCION

La acuicultura es el cultivo de organismos acuaticos tales como peces, crustaceos, moluscos
y plantas de aguas dulces, salobres o saladas (Platas y Vilaboa, 2014; FAO, 2018a). Hoy en
dia, existen aproximadamente 567 especies acuaticas que se cultivan en todo el mundo. La
acuicultura es el sector de produccion de alimentos de més rdpido crecimiento y se ha
convertido en una de las mejores opciones para satisfacer la demanda de productos marinos
destinados al consumo humano (FAO, 2018a).

El cultivo de camardn o camaronicultura representa una de las actividades acuicolas con
mayor expansion a nivel mundial. La produccion camaronicola en el mundo sobrepaso 5.1
millones de toneladas en el afio 2016, lo cual generd un ingreso de 31.9 millones de dolares
americanos (FAO, 2018b). ElI camardn blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) es el
crustdceo mayormente producido por la acuicultura. En el 2016, su produccién alcanzo
aproximadamente 4.1 millones de toneladas con un valor de 24.4 millones de dolares
americanos (FAO, 2018b). Dicha produccion se concentrd principalmente en el continente
americano y asiatico, particularmente en China, Tailandia, Indonesia, Brasil, México,
Ecuador, Venezuela y Honduras, entre otros paises (FAO, 2018c).

En Meéxico, el cultivo de camaron se inici6 a partir de los afios 80s v la actividad ha tenido
un crecimiento exponencial desde entonces. Las actividades de cultivo se concentran en un
82% en el Noroeste del pais, principalmente alrededor del golfo de California, en la zona
costera de los estados de Sinaloa, Sonora y Nayarit (CONAPESCA, 2017). En el 2016, el
cultivo del camaron L. vannamei representd el 33.1% de la produccion acuicola total
nacional, con un volumen de aproximadamente 127 mil toneladas y un valor estimado en
mas de 11.3 millones de pesos (CONAPESCA, 2016; FAO, 2018b). EI crecimiento
acelerado de la actividad camaronicola ha sido sustentado por los laboratorios de produccién
de postlarvas, los cuales realizan la maduracién y la cria larval en condiciones controladas.
Los estados de Sinaloa, Sonora y Nayarit presentan el mayor numero de laboratorios que
abastecen a las granjas de engorda de camaron (Industria Acuicola, 2016).

La produccion de larvas de L. vannamei depende de un buen suministro de Artemia, un
pequefio crustaceo branquidpodo empleado de manera rutinaria como presa viva en la

alimentacion larvaria del camaron. Los quistes deshidratados de Artemia se venden



comercialmente enlatados y Unicamente requieren rehidratarse durante 18 a 24 horas para
obtener los nauplios (primer estado larvario de esta presa) y suministrarlos a las larvas de
camarén. No obstante, el uso de la Artemia presenta varias desventajas como son la
variabilidad en su porcentaje de eclosion (Biedenbach et al.,, 1989), su limitada
disponibilidad y alto precio (Silva y Vélez, 2013). Adicionalmente, pueden contener altos
niveles de metales pesados, compuestos organoclorados y bacterias potencialmente
patdgenas para los organismos en cultivo (Léger et al., 1986).

Por lo anterior, desde hace varios afios se busca sustituir a la Artemia por otra presa de bajo
costo, libre de contaminantes y patdgenos, y que sea de facil manipulacion. Al respecto, el
nematodo Panagrolaimus sp. mostrd que puede sobrevivir bajo condiciones anhidrobidticas,
lo que permite un almacenamiento igual de practico que el de la Artemia (Honnens y Ehlers,
2013). Su talla es ideal para ser consumido por las larvas de camardn y puede ser producido
en grandes cantidades, bajo condiciones monoxénicas, de tal manera que no transmite
ninguna enfermedad, virus o bacterias no deseadas. Recientemente, la Artemia ha sido
reemplazada con éxito por Panagrolaimus sp. durante los primeros dias de cultivo larval y
postlarval del camaron blanco del Pacifico (Seychelles et al., 2017; Seychelles et al., 2018).
Sin embargo, se necesitan mas investigaciones para determinar la densidad 6ptima de
nematodos a suministrar y la frecuencia de alimentacién que permita un mayor crecimiento
y supervivencia de las larvas, reflejado en su composicion bioquimica y en la expresion
génica de sus enzimas digestivas.

En el presente trabajo se evaluo el efecto que ejerce Panagrolaimus sp., suministrado a dos
densidades y frecuencias diferentes, en la expresion génica de enzimas digestivas en larvas
de L. vannamei. Esta informacion permitira incrementar el conocimiento sobre la

aceptabilidad de este nematodo y su aprovechamiento nutricional como alimento vivo.



ANTECEDENTES

El camaron blanco del Pacifico

El camardn blanco del Pacifico, Litopenaeus vannamei, pertenece al gran filo de los
artropodos y forma parte de la familia Penaeidae (Cuadro 1). Se distribuye de manera
natural desde el extremo norte del Golfo de California en México hasta Tumbes en Peru
(Méndez, 1981) donde se desarrolla entre dos habitats. La reproduccion de los adultos ocurre
en mar abierto mientras que las postlarvas migran hacia aguas interiores como zonas
estuarinas y canales de marea, en donde viven hasta los Gltimos estadios juveniles para luego

regresar a aguas oceanicas (Figura 1) (Méndez, 1981).

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica del camardn blanco del Pacifico (Fuente: Pérez-Farfante y Kensley,
1997).

Filo Arthropoda
Clase Malacostraca
Suborden Dendobrachiata
Superfamilia Penaeoidea
Familia Penaeidae
Género Litopenaeus
Especie vannamei

Figura 1. Ciclo bioldgico de un camardn peneido (Fuente: Méndez, 1981).
1. Reproduccion y desove de huevos, 2. Etapa naupliar, 3. Etapa protozoeal, 4. Etapa de mysis,
5. Etapa postlarval, 6. Camarén juvenil, 7. Camar6n adulto. A. Aguas estuarinas, B. Mar abierto.



Desarrollo larvario

El desarrollo larvario de los camarones peneidos consta de 4 estadios morfoldgicos: nauplio,
protozoea o zoea, mysis y postlarva. Cada etapa larvaria cuenta con varios subestadios v el
ciclo larvario tiene una duracion de aproximadamente 10 dias a partir de la eclosion del huevo
fecundado (Figura 2) (Treece y Yates, 1993).

- %%i;
N - Al
i
- 38-48h N
< >
Eclosion Nauplios
Huevos de 220-280um) N1-N&
Alimentacién Endégena

Figura 2. Desarrollo larvario de un camarén peneido (Fuente: Modificado de Tabb et al., 1972).

La etapa naupliar consta de 5 subestadios larvarios y tiene una duracién de aproximadamente
48 a 50 horas. Los nauplios se alimentan principalmente de su vitelo y cuando se encuentran
en el subestadio V (Figura 3), el tracto digestivo empieza a distinguirse claramente
(Andrade-Viscaino, 2010). La frecuencia del nado de los nauplios asciende conforme se

desarrollan (Treece y Yates, 1993).

Figura 3. Nauplio VV (N.V) de L. vannamei.



Durante la etapa protozoeal o zoeal, hay 3 subestadios larvarios, los cuales duran cerca de 72
a 126 horas (Figura 4) (Andrade-Viscaino, 2010). Esta etapa representa uno de los estadios
criticos del desarrollo larvario del camaron ya que las larvas comienzan a alimentarse,
principalmente de fitoplancton, ademas se encuentran nadando continuamente (Treece y
Yates, 1993). Morfoldgicamente, el rostro y los ojos pedunculados se desarrollan e inicia la
segmentacion del abdomen. También los urdpodos se distinguen, aunque no estan

completamente formados.

Figura 4. Etapa protozoeal de L. vannamei.
A. Protozoea | (Z.1), B. Protozoea Il (Z.11), C. Protozoea 11 (Z.111).

La etapa de mysis consta de 3 subestadios larvarios y tiene una duracion aproximada de 72
horas (Figura 5) (Treece y Yates, 1993). El nado es hacia delante y las larvas permanecen
mas tiempo en el fondo de la columna de agua (Treece y Yates, 1993). Es a partir de esta
etapa que las larvas son alimentadas con nauplios de Artemia (Arellano, 1990). Esta etapa se
caracteriza por la segmentacion y el crecimiento de los pereidpodos y pledpodos (Treece y
Yates, 1993). El desarrollo de éstos permite distinguir entre los 3 subestadios.



Figura 5. Etapa de mysis de L. vannamei.
A. Mysis | (M.1), B. Mysis I (M.I1), C. Mysis 11 (M.III).

En un lapso aproximado de 24 horas, las larvas Mysis Il pasan a ser Postlarva | (PL.I)
(Figura 6). Esa postlarva tiene la fisonomia de un camar6n adulto y generalmente se
encuentra al fondo de la columna de agua o puede estar adherida a las paredes de los
estanques (Treece y Yates, 1993). Una caracteristica de la PL.I es la presencia de setas de

natacion en los pledpodos.

Figura 6. Postlarva | (PL.I) de L. vannamei.



La Artemia

La Artemia es un crustaceo branquiépodo que fue descrito desde el siglo XVIII y ha sido
ampliamente estudiado a partir del siglo XIX (Persoone y Sorgeloos, 1980). Habita en
ambientes hipersalinos, en aguas continentales o costeras alrededor del mundo (Vanhaecke,
Tackaert y Sorgeloos, 1987; Triantaphyllidis, Abatzopoulos y Sorgeloos, 1998). Hasta la
fecha, nueve especies han sido identificadas con diferentes caracteristicas morfologicas,
fisioldgicas y bioguimicas (Crespo y Baessolo, 2002): A. salina, A. urniana, A. tibetiana, A.
sp., A. sinica, A. parthenogenetica, A. monica, A. permisilis y A. franciscana.

Los nauplios recién eclosionados de Artemia (Figura 7) han sido usados desde los afios
1930s como alimento para las primeras etapas de la mayoria de las especies de peces y
crustaceos marinos (Sorgeloos et al., 1998; Wurtsbaugh y Gliwicz, 2001; Sorgeloos, Dhert
y Candreva, 2001). La facilidad con la cual la Artemia es producida a partir de quistes
almacenables en seco, su composicién bioquimica y disponibilidad durante todo el afio, la
convirtieron durante muchas décadas en un alimento idoneo para la industria acuicola (Léger
et al., 1986; Léger et al., 1987; Sorgeloos et al., 1998). La Artemia presenta también
versatilidad en su tamafio y forma, por lo que puede ser empleada como alimento desde el
estadio de nauplio hasta adulta, teniendo una buena palatabilidad como presa (Léger et al.,
1987; Tackaert y Sorgeloos, 1993; Guevara y Lodeiros, 2003).

Figura 7. Nauplio de Artemia.



No obstante, desde los afios 1970s se ha buscado sustituir parcialmente o totalmente a la
Artemia en la alimentacion larvaria de peces y crustaceos marinos (Samocha y Lewinsohn,
1977; Fontaine et al., 1982; Wilkenfeld, Lawrence y Kuban, 1984; D"Abramo, 2002). Las
grandes fluctuaciones en la produccidn de quistes y sus precios de venta (Biedenbach et al.,
1989; Lavens y Sorgeloos, 2000a; Santiago, Ricci y Reyes-Lampa, 2003; Sautter et al., 2007)
asi como las variaciones en la eclosion (Biedenbach et al., 1989; Sorgeloos et al., 1998;
Lavens y Sorgeloos, 2000b) y la calidad nutricional de los nauplios (Léger et al., 1986;
Biedenbach et al., 1989; Webster y Lovell, 1990) han propiciado la busqueda de otras
alternativas. Se ha mostrado también que la Artemia puede ser acarreadora de organismos
bacterianos y compuestos toxicos (Léger et al., 1986; Vandenberghe et al., 2003). Por ultimo,
las especies de Artemia disponibles en el mercado son pobres en acido eicosapentaenoico
(EPA, 20:5n3) y docosahexaenoico (DHA, 20:6n3), los cuales son importantes para la
supervivencia y crecimiento de las larvas de peces y crustaceos marinos (Kumlu, Fletcher y
Fisher, 1998; Honnens, Assheuer y Ehlers, 2014). A pesar de que la Artemia puede ser
enriquecida con emulsiones ricas en estos acidos grasos altamente insaturados, lo que mejora
su valor nutricional, el proceso de enriquecimiento dura entre 24 y 48 h y no garantiza que

cada Artemia tenga la misma composicion nutricional (Sorgeloos, Dhert y Candreva, 2001).

Los nematodos

Los nematodos son organismos pluricelulares muy diversos que abarcan miles de especies y
pueden habitar en ambientes terrestres y acuaticos. Forman el cuarto filo mas grande del reino
animal y normalmente son microscdpicos. Algunas especies de nematodos se encuentran en
los sedimentos de mares y estuarios, siendo alimento para la fauna marina local (Moens y
Vincx, 1997).

Desde los afios 80s, los nematodos fueron identificados como organismos con un gran
potencial para la larvicultura de peces y crustdceos ya que pueden ser producidos
rapidamente, usando técnicas muy simples e ingredientes poco costosos que estén
disponibles todo el afio (Briiggemann, 2012). Ademas, tienen una pequefia talla y son
tolerantes a grandes intervalos de temperatura y salinidad (Briiggemann, 2012). Aunque el
valor nutritivo de los nematodos varia en funcion de la especie y esta influenciado por el

medio de cultivo, es importante mencionar que su perfil nutricional en proteinas es muy
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similar al de la Artemia (Kahan et al., 1980; Fontaine et al., 1982; Rouse, Webster y Radwin,
1992).

Uno de los nematodos que ha sido ampliamente estudiado como alimento para larvas de
camarones peneidos, asi como peces marinos y dulceacuicolas es Panagrellus redivivus
(Samocha y Lewinsohn, 1977; Biedenbach et al., 1989; Kumlu y Fletcher, 1997; Kumlu,
Fletcher y Fisher, 1998). Su alta disponibilidad, buen contenido en proteinas, tamafio
pequefio y ciclo reproductivo rapido, asi como la facilidad de su cultivo y bajo costo de
produccién (Wilkenfeld et al., 1984; Palacios y Vega, 1999; Ricci et al., 2003; Luna-
Figueroa, 2009) son elementos que lo postularon a ser un posible sustituto de la Artemia.
No obstante, uno de las principales limitantes del uso de P. redivivus es la incapacidad de
almacenarlo deshidratado como la Artemia (Honnens y Ehlers, 2013). Recientes
investigaciones han demostrado que otra especie de nematodo, como es Panagrolaimus sp.
(Figura 8) si puede sobrevivir bajo condiciones anhidrobiéticas, lo que permite un
almacenamiento igual de practico que el de la Artemia (Honnens, Assheuer y Ehlers, 2013).
La longitud de este nematodo es ideal para ser consumido por larvas, ya que mide entre 170
y 1,370um aproximadamente (Honnens y Ehlers, 2013). Adicionalmente, este nematodo
puede ser pre-enriquecido con acidos grasos (Honnens, Assheuer y Ehlers, 2014) y enseguida
ser deshidratado y almacenado. Recientemente se ha documentado su uso como alimento
vivo desde el estadio de Zoea Il en larvas de L. vannamei (Seychelles et al., 2017; Seychelles
et al., 2018; Ayala-Aguilar, 2019).

Figura 8. Panagrolaimus sp.
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Diversos estudios han demostrado que Panagrolaimus sp. puede permanecer por un periodo
largo en agua marina (Honnens, Assheuer y Ehlers, 2013). Para suministrar este nematodo
enriquecido a las larvas, solo se requieren entre dos y tres horas de rehidratacion, mientras
que en el caso de los quistes de Artemia, se necesitan por lo menos dos dias para que ésta sea
enriquecida. Una ventaja adicional de usar Panagrolaimus sp. es que puede producirse en
grandes cantidades, bajo condiciones monoxénicas, de tal manera que no transmiten ninguna
enfermedad, virus o cultivo de bacterias no deseadas y son libres de contaminantes. Su
contenido de proteinas y lipidos es aproximadamente del 40% y 20%, respectivamente
(Mercier, comunicacion personal). De manera natural, Panagrolaimus sp. contiene EPA y
acido araquiddnico (ARA, 20:4n-6) (3 'y 7% de los acidos grasos totales, respectivamente)
(Honnens, Assheuer y Ehlers, 2014), por lo que requiere ser enriquecido solamente con
DHA; mientras que, para el enriquecimiento de la Artemia, el contenido de &cidos grasos
esenciales es dificil de controlar ya que puede metabolizar el DHA y convertirlo en EPA
(Navarro et al., 1999). Panagrolaimus sp. puede ser enriquecido en DHA alimentandolo con
el dinoflagelado Crypthecodinium cohnii (Honnens, Assheuer y Ehlers, 2014), sin requerir
el uso de aceite de pescado. Este dinoflagelado tiene una gran capacidad de acumular DHA
(de Swaaf, Pronk y Sijtsma, 2003).
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Ontogenia del sistema digestivo en larvas de L. vannamei

La morfologia del sistema digestivo de L. vannamei se desarrolla durante los diferentes
estadios larvarios y condiciona el proceso de digestion realizado por las enzimas como son

la tripsina, quimotripsina, amilasa y lipasa (Dai et al., 2009; Wei et al., 2014).

En las etapas embrionaria y naupliar, el tracto digestivo ha sido descrito como un tubo simple
y el es6fago es un canal entre la boca y el intestino anterior (estomodeo). El intestino medio
(mesenterdn) se define hasta el ultimo subestadio naupliar (Muhammad et al., 2012) y la

actividad génica de las enzimas digestivas es baja en estas dos etapas (Wei et al., 2014).

A partir de la etapa protozoeal, las larvas consumen microalgas o restos de plantas acuéticas.
El tracto digestivo consta del esdfago, estomago simple y del intestino medio que tiene
I6bulos alargados (Abrunhosa y Melo, 2008; Muhammad et al., 2012). En dicha etapa, se ha
registrado una alta actividad géenica de la tripsina, quimotripsina y amilasa (Wei et al., 2014);
las dos primeras trabajan en conjunto para la digestion de las proteinas provenientes del
alimento (Galgani, Benyamin y Van Wormhoudt, 1985; Tsai, Chuang y Chuang, 1986; Van
Wormhoudt et al., 1999) y la Gltima esta involucrada en el catabolismo del glucégeno (Van
Wormhoudt et al., 1999).

Las larvas en el estadio de mysis y postlarval temprano se alimentan principalmente de presas
vivas. El estdbmago de las M.111 consta de dos camaras: una (cardias) que se encarga de moler
el alimento en particulas. Es estrecha, alargada, con setas cortas y tiene una vélvula cardio-
pilérica; y la otra (piloro) tiene por funcion la filtracion de las particulas de alimento antes
de que ingresen al hepatopancreas. Es pequefia, sin setas y comprende una valvula pilérica,
asi como una crista interampular (Figura 9) (Cruz-Suérez, 1999; Abrunhosa y Melo, 2008;
Muhammad et al., 2012). El hepatopancreas estad formado por los I6bulos ramificados del
intestino medio y se encarga del proceso de digestion enzimatica (sintesis y secrecion de
enzimas), la absorcion de nutrientes y mantenimiento de reservas (Cruz-Suarez, 1999;
Muhammad et al., 2012). En mysis, se ha reportado una disminucion de la expresion génica
de la tripsina, quimotripsina y amilasa con respecto a la etapa protozoeal (Wei et al., 2014).
En cuanto a la lipasa, su expresion génica se mantiene estable (Wei et al., 2014). Es
importante sefialar que la lipasa participa en el proceso de hidrdlisis de los triacilglicéridos

(Winkler, D’Arcy y Hunziker, 1990). Para la etapa postlarval temprana, la tripsina,
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quimotripsina y lipasa disminuyen su actividad génica; sin embargo, la amilasa tiene un
ligero incremento (Wei et al., 2014). Por ultimo, las estructuras del sistema digestivo
terminaran por desarrollarse tanto externamente como internamente en la etapa postlarval y
juvenil (Muhammad et al., 2012).

Vélvula
cardio-pilérica Filtro
‘ | {/ Piso del cardias

I\

/"

..l “Eséfago

Figura 9. Estomago de PL.I de L. vannamei (Fuente: Abrunhosa y Melo, 2008).

La expresion génica de enzimas digestivas

La expresion génica es el proceso por medio del cual la informacidn codificada por los acidos
nucleicos es transformada en una proteina que es usada para el desarrollo, funcionamiento o
reproduccion de los organismos (Salazar, Sandoval y Arméndaris, 2013). La expresion de un
gen es controlada por proteinas unidas al ADN (factores transcripcionales) que identifican
una secuencia especifica. Dichas proteinas son reguladas por la sefializacion celular y son
necesarias para la activacion y apagado de los genes (Salazar, Sandoval y Armeéndaris, 2013).
Desde hace aproximadamente cuatro décadas, la expresion génica es usada como una
herramienta para observar y evaluar los cambios bioquimicos en un organismo durante un
momento metabolico definido y en diferentes drganos o tejidos (Salazar, Sandoval y
Arméndaris, 2013). Actualmente la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la técnica
empleada para determinar la expresion génica. Dicha reaccion se encarga de replicar de
forma exponencial, in vitro, una molécula de ADN genomico (ADNg) o complementario
(ADNC) a través de ciclos repetitivos. EI ADNCc es obtenido a partir de una molécula de ARN

amplificada por el proceso de retrotranscripcion. La longitud del producto amplificado por
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PCR depende de los primers u oligonucleotidos disefiados para detectar el gen de interés
(Tamay de Dios, Ibarray Velasquillo, 2013).

En camarones peneidos, la expresion génica de enzimas digestivas y actividad enzimatica
fue estudiada con el objetivo de comprender sus procesos digestivos y asi elaborar dietas que
puedan satisfacer sus requerimientos nutricionales (Le Moullac et al.,1996). No obstante, la
mayoria de estas investigaciones fueron realizadas en juveniles y adultos; existen pocos
estudios en estadios larvarios. Lovett y Felder (1990) mostraron que la actividad de las
enzimas amilasa, tripsina, carboxipeptidasas A y B, asi como de las proteasas en larvas de L.
setiferus varian en funcion de los cambios ontogénicos. Rodriguez y colaboradores (1994)
también observaron estos cambios en la actividad de la amilasa y tripsina en larvas de P.
japonicus y sefialaron que dicha variacion era influenciada por la concentracion de proteinas
en la dieta. En M.11I de L. vannamei, un elevado contenido de proteinas y carbohidratos en
el alimento mostrd afectar de igual manera la sintesis de las enzimas amilasa, tripsina y
quimotripsina (Le Moullac, Van Wormhoudt y AQUACOP, 1994; Le Moullac et al., 1996).
Los resultados de estos cuatro estudios fueron corroborados por Wei y colaboradores (2014),
quienes determinaron la expresion génica de diferentes tipos de carbohidrasas, peptidasas y
lipasas en larvas (desde N.V hasta PL.) y sefialaron que la misma estaba influenciada por el

desarrollo ontogénico y la composicion del alimento.

La expresion génica de la amilasa, lipasa, tripsina y quimotripsina han sido detectadas en
larvas de L. vannamei entre la etapa embrionaria y naupliar (Wei et al., 2014). Se observé un
incremento de la expresion de dichas enzimas en la etapa protozoeal, a excepcion de la lipasa;
mientras que en las larvas mysis se encontr6 una disminucion de esta enzima. Entre el estadio
de mysis y postlarva, la expresion génica de las enzimas permaneci6 constante (Wei et al.,
2014). La tripsina y amilasa tienen isoformas, es decir, distintas versiones estructurales, las
cuales se descubrieron por los trabajos de Van Wormhoudt y Sellos (1996). La quimotripsina
es una isoforma de la tripsina. La transcripcion (sintesis de RNA a partir de ADNc para su
traduccion como una cadena proteica) de las isoformas de la tripsina puede influir en la
actividad de esta enzima en juveniles de L. vannamei, asi como el contenido de proteinas en
la dieta (Sainz y Cordova, 2009). Dichos autores también registraron una baja actividad de

tripsina en organismos alimentados una vez por dia, y un incremento de esta 2h antes de la
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siguiente alimentacién. En camarones adultos de L. vannamei, se han reportado diferentes
lipasas: una de ellas se encuentra inicamente en la glandula digestiva y participa activamente
en la digestion de los lipidos (lipasa digestiva), mientras que otra se encuentra en distintos
tejidos y se encarga de movilizar a los lipidos almacenados como triacilglicéridos (lipasa

intracelular) (Rivera-Pérez, 2010).

La interaccion de los componentes nutricionales en un alimento y sus efectos en la expresion
génica en un organismo puede ayudar a seleccionar una presa o un alimento. La expresion
génica de enzimas digestivas es por consecuencia de gran utilidad para la alimentacion de

los estadios larvarios del camarén blanco del Pacifico.
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JUSTIFICACION

Recientemente, la Artemia ha sido reemplazada con éxito por Panagrolaimus sp. durante los
primeros dias de cultivo larval y postlarval del camaron blanco del Pacifico. Panagrolaimus
sp. podria convertirse en una alternativa para el cultivo del camardén blanco del Pacifico a
nivel mundial ya que el mercado es significativo. Sin embargo, se necesitan mas
investigaciones para determinar la densidad Optima de nematodos a suministrar y la
frecuencia de alimentacion que permite un mayor crecimiento y supervivencia de las larvas.
La alimentacion de las larvas se vera reflejada en su composicién bioquimica y en la
evaluacion de la expresion génica de enzimas digestivas, e incrementara el conocimiento
sobre la aceptabilidad de Panagrolaimus sp. y su aprovechamiento nutricional como
alimento vivo. El presente trabajo es parte de una investigacion que busca innovar para
disminuir significativamente los costos de produccion y asegurar una alta sustentabilidad del

sector camaronicola.
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HIPOTESIS

Larvas de L. vannamei alimentadas con Panagrolaimus sp. suministrado con una mayor
frecuencia y densidad tendran un crecimiento y supervivencia superior, lo cual se vera
reflejado también en la expresién de genes de enzimas digestivas y la composicion

bioquimica de las larvas.
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OBJETIVO GENERAL

Comparar dos densidades con dos frecuencias de suministro del nematodo Panagrolaimus
sp. en la alimentacion larvaria de L. vannamei, a través de la evaluacion de la expresion
génica de enzimas digestivas, composicion bioguimica, crecimiento y supervivencia de las

larvas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de dos densidades con dos frecuencias del suministro de
Panagrolaimus sp. sobre el crecimiento, supervivencia y composicion bioquimica de
larvas PL.1 de L. vannamei.

e Determinar la expresion génica de enzimas digestivas en larvas PL.I de L. vannamei,
después de haber sido alimentadas con Panagrolaimus sp. a dos densidades y dos

frecuencias diferentes.
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MATERIAL Y METODOS

Bioensayo

El experimento fue realizado en las instalaciones del Laboratorio Himedo de Nutricion
Acuicola del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR). Para ello,
se instalé un sistema de 18 unidades experimentales de 100L cada una, las cuales fueron
llenadas a la mitad de su capacidad con agua marina filtrada (5um) y esterilizada con luz
ultravioleta. Cabe mencionar que cada unidad contenia dos difusores de aire (AS3, Seet
water®) y un calentador de titanium de 200W (HMO-200, Finnex®).

Las condiciones de cultivo fueron las siguientes: temperatura de 31°C, oxigeno disuelto (OD)
superior o igual a 5mg/L, salinidad entre 35 y 37 unidades practicas de salinidad (ups), pH
8.5y 12h luz/12h oscuridad. Para mantener un control sobre las variables fisicoquimicas del
agua, se realizaron mediciones cada mafiana a las 08:00h del OD y de la temperatura
empleando un oximetro (Pro20, YSI®). En el caso del pH, se us6 un potencidmetro
(pHTestrs 10, Oakton®) y para medir la salinidad del agua se utilizd un refractometro
(Scientific BTX-1, Vee Gee®).

Nauplios V de L. vannamei, donados por la empresa Blue Genetics México, S.A. de C.V.
(Pichilingue, B.C.S.), fueron distribuidos manualmente entre las 18 unidades experimentales
a razon de 150 nauplios/L. Todos los nauplios fueron inicialmente alimentados con la
microalga Chaetoceros calcitrans y el ensayo de alimentacion inicié cuando los animales
estuvieron en el estadio de Zoea I1. A partir de ese momento tres dietas fueron suministradas:
1- 100% Artemia (control); 2- 100% Nematodos; 3- 75% Nematodos y 25% Artemia. Se
consideraron dos frecuencias de suministro (unay tres veces por dia), empleando tres réplicas
para cada una de ellas e impartiéndolas una vez por dia (09:00 h) o tres veces por dia (09:00,
14:00 y 17:00h). La distribucion de las dietas y réplicas fue establecida de forma aleatoria
(Figura 10).
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Figura 10. Esquema de la distribucion de las unidades experimentales del bioensayo.

A. Larvas alimentadas con 100% Artemia, NG. Larvas alimentadas con 100% nematodos, 75NG. Larvas alimentadas con
75% nematodos + 25% Artemia. Los nimeros dentro de los paréntesis representan las réplicas. Las cifras después de la
diagonal representan las frecuencias de suministro de las dietas.

En el Cuadro 2, se muestran las concentraciones de microalgas, nematodos y artemias que
se suministraron diariamente durante el bioensayo, de acuerdo al protocolo de alimentacién
establecido con la empresa Blue Genetics México y adaptado al volumen de las unidades

experimentales.

Cuadro 2. Protocolo de alimentacion larvaria

Tratamientos

Dia de Estadio Microalga 100% 100% 75% 25%
cultivo larvario C. calcitrans Artemia Nematodos Nematodos + Artemia
A NG 75NG
Celx108/Unidad Presa/Unidad Presa/Unidad Presa/Unidad
1 Nauplio V 3,000 e errr—— re————
2 Zoea | A4,280 e s v, e
3 Zoea ll 4,480 s 2,000,000 1,500,000
4 Zoea ll/Zoea lll 6,000 e 2,000,000 1,500,000
5 Zoeal lll 7,200 20,000 2,000,000 1,500,000 + 5000
6 Zoea lll/Mysis | 7,200 26,667 2,666,667 2,000,000 + 6,667
7 Mysis | 6,000 26,667 2,666,667 2,000,000 + 6,667
8 Mysis Il 4,800 30,000 3,000,000 2,250,000 + 7,500
9 Mysis Il 3,600 36,667 3,666,667 2,750,000 + 9,167
10 Mysis lll/Postlarval ... 46,667 4,666,667 3,500,000 + 11,667

Conteo de la microalga Chaetoceros calcitrans

Durante el bioensayo, aproximadamente 15L de Chaetoceros calcitrans fueron
proporcionados diariamente por el Laboratorio de Produccion de Microalgas del CIBNOR.
La concentracion de microalga fue determinada cada mafiana para establecer la cantidad a
proporcionar a cada unidad experimental. Para ello, se tom6 1mL de microalga, el cual se
diluy6 con 9mL de agua destilada. Posteriormente, se depositd 10uL de la muestra diluida
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(1:10) en una cadmara de Neubauer y se realizé el conteo con un microscopio Optico
(MCB8102, Lieder®). A partir de la muestra, se hicieron dos conteos, registrando Gnicamente
las células presentes dentro de los cuatro cuadrantes. Los dos conteos fueron promediados y
la concentracion de la microalga (células/mL) fue calculada usando la siguiente ecuacion
(Bastidas, 2011):

Numero de célulasx factor de diluciénx10,000

Concentracion de microalga (células/mL) =
4 cuadrantes contados

Empleando el mismo método, se determind la concentracion de microalga residual presente
en las unidades experimentales. La proporcion de microalga afiadida diariamente en los
estanques dependi6 de la cantidad presente en las unidades y de la concentracion definida

por el protocolo de alimentacion (Cuadro 2).

Conteo de nematodos

Nematodos Panagrolaimus sp. fueron producidos y enriquecidos en DHA con el
dinoflagelado C. cohnii por la empresa E-NEMA (Schwentinental, Alemania). Antes de ser
enviados a México, los nematodos fueron deshidratados sobre filtros circulares de papel
celulosa de 15cm de didmetro.

Durante el bioensayo, se cortd diariamente una porcién de papel filtro, la cual fue colocada
2h en 50mL de agua potable para hidratar a los nematodos. Una vez hidratados, se realiz6 un
conteo bajo microscopio dptico (MC8102, Lieder®), a partir de ImL de muestra, la cual fue
colocada en forma de gotas sobre un portaobjetos. La concentracion total de nematodos por

mililitro fue calculada contando todos los individuos presentes en la muestra.

Eclosion, cosecha y conteo de Artemia

La eclosidn de quistes de Artemia franciscana (Artemia 80% de eclosion, Biogrow®) fue
realizada en una cubeta con 10L de agua a 15ups, aproximadamente 24h antes de suministrar
la Artemia a las larvas. Durante el proceso de eclosion, la cubeta fue mantenida a 24°C, bajo

aireacion fuerte y expuesta a la luz.
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Después de 24h, los nauplios de Artemia fueron cosechados en un tamiz de 250um y
desinfectados con yodo (1:1000) durante 5 a 10min. Enseguida, se realizé dos conteos a partir
de una muestra de 1mL, la cual fue dividida en gotas sobre una caja Petri. El conteo se hizo
bajo un microscopio estereoscopico (M18SL, VelaQuin®) y se determind la concentracion

de Artemia por mililitro.

Revision de larvas y medicion

La densidad de larvas en cada unidad experimental se revisO diariamente, usando una
lampara de mano. Adicionalmente, se colectaron tres larvas en una réplica de cada
tratamiento y se determin0 el estadio de desarrollo y aspecto morfoldgico general (presencia
de gotas lipidicas, tracto digestivo lleno, presencia de malformaciones). Dichas evaluaciones

fueron realizadas por medio de un microscopio 6ptico (BX51-P, Olympus®).

Muestreo

Una vez que el 80% de los animales estuvieron en PL.I, se realiz6 el muestreo que consistio
en vaciar cada unidad y concentrar las larvas en un vaso de precipitado de 500mL. Diez larvas
de cada unidad fueron capturadas al azar y fotografiadas in vivo por medio de un microscopio
optico (BX51-P, Olympus®) y una cémara fotografica (MicroPublisher 5.0 RTV,
QImaging®). A partir de estas fotografias, se midio la longitud total (desde el rostrum hasta
el telson) con el programa ImagePro (V.10, Media Cybernetics®) y se determiné el estadio
larvario. Adicionalmente, para determinar el peso seco de las larvas, se colectaron 30
organismos, los cuales fueron lavados con agua desionizada y colocados en charolas de
aluminio, para pesarlas en una balanza analitica (AB54, Mettler Toledo®). Las charolas
fueron puestas en un horno (Symphony, VWR®) a 85°C durante 30h. Transcurrido este
tiempo, las charolas fueron acomodadas en un desecador durante 30min hasta su enfriamiento
y enseguida pesadas en la balanza analitica. El peso seco de las larvas se determiné restando
el peso de la charola.

Otro lote de larvas (130mg) fue lavada con agua desionizada y guardada en un tubo
Eppendorf® con 1mL de esta misma agua, en un ultracongelador a -80°C para analizar
posteriormente la composicién bioguimica de las larvas. Por ultimo, se colocaron alrededor

de 85mg de larvas, rapidamente lavadas con agua de mar, en otro tubo Eppendorf®
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conteniendo 0.3g de lysing matrix D (MP Biomedicals®), y una perla de ceramica (MP
Biomedicals®). Dichas muestras fueron guardadas en un ultracongelador a -80°C para

determinar posteriormente la expresion génica de enzimas digestivas en las larvas.

Analisis de muestras

Analisis bioquimicos

Antes de ser procesadas, las muestras fueron deshidratadas por aproximadamente 36h por
medio de una liofilizadora (Benchtop 3.5, VirTis®), pulverizadas (Fast Prep-24, MP™) e
hidratadas con agua desionizada a razén de 1mL por 0.1g de muestra. Todos los anélisis

bioquimicos fueron realizados a partir del homogeneizado de cada unidad.

Determinacion en proteinas totales

La concentracion en proteinas totales fue determinada usando el método de Brown y
colaboradores (1989). Para este andlisis, 25uL del extracto fueron depositados en un
minitubo donde se afiadieron 500uL de NaOH (0.1N). Se dejo reposar la muestra durante 2h.
La muestra se agité con un vortex (Vortex-Genie 2, Scientific Industries®) y se tomaron
25uL del producto, los cuales fueron sembrados en una microplaca. Se afiadieron 200uL de
acido bicinconinico (BCA) con sulfato de cobre (50mL de BCA [B9643, Sigma-Aldrich®]
con 1mL de sulfato de cobre [C2284, Sigma-Aldrich®]) y la microplaca fue incubada a 60°C
en un horno (Symphony, VWR®) durante 15min. La absorbancia a 562nm fue leida con un
espectrofotometro (Multiskan Spectrum, Thermo Scientific®). Para este analisis, se elaboro
también una curva de calibracion a partir de la dilucién de albdmina bovina (P0914, Sigma-
Aldrich®). Las concentraciones de la curva fueron las siguientes: 0.0156, 0.0312, 0.0625,
0.125, 0.25, 0.5 y 1.0mg/mL. Para el blanco se utiliz6 agua desionizada.

Determinacion en lipidos totales

Se cuantifico la concentracion en lipidos totales de acuerdo al método de Barnes y Blackstock
(1973). Para ello, 25uL del homogeneizado fueron pipeteados y depositados en un minitubo.
Enseguida, se afadieron 250uL de H>SO4 concentrado (9681-02, Jt Baker ACS®) y se

calento el tubo a 90°C en bafio maria durante 10min. El tubo fue posteriormente enfriado en
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un bafio con hielo y 25uL de la muestra fueron sembrados en una microplaca, donde 200uL
de reactivo de fosfovainillina (VX0045-1, EM Science®) fueron agregados. La microplaca
fue incubada durante 40min a temperatura ambiente y la lectura en el espectrofotometro
(Multiskan Spectrum, Thermo®) se realizd6 a 540nm. Para la obtencion de la curva de
calibracién, se prepar6 una solucion de lipidos (Lin-Trol L2648, Sigma-Aldrich®), la cual
fue diluida sucesivamente. Las concentraciones de la curva fueron: 0.234, 0.468, 0.937,
1.875, 3.75, 7.5 y 15.0mg/mL. EIl blanco se hizo con etanol al 96%.

Determinacién en glucégeno

La técnica desarrollada por Van Handel (1965) fue usada para medir la concentracion en
glucogeno de las larvas. Primeramente, 100uL del homogeneizado fueron mezclados con
100uL de acido tricloracético (TCA; 76-03-9, BDH) al 10% y la muestra se centrifugo a
3000rpm (Centrifuge 5810 R, Eppendorf®), 10min a 5°C. Enseguida, 25uL del sobrenadante
fue mezclado con 500uL de etanol frio al 96%. La muestra se centrifugd nuevamente a
3000rpm, 10min a 5°C y se retird el alcohol por medio de una micropipeta y posteriormente
se coloco la muestra en un horno a 70°C (Symphony, VWR®) durante 30min. Una vez seca
la muestra, se le afiadieron 25ul de agua destilada y 250uL de antrona (0.001 g de antrona
en 1mL de H2SO4 al 76%; A-1631, Sigma-Aldrich®) y se calent6 a 85°C durante 10min. Por
ultimo, se enfrio la muestra en un bafio de hielo y se sembraron 200uL en una microplaca
para leer la absorbancia a 620nm con el espectrofotometro (Multiskan Spectrum, Thermo
Scientific®). Para la obtencion de la curva de calibracion, se prepard una solucion de
glucégeno (G-8751, Sigma-Aldrich®) de 5mg/mL, la cual fue diluida varias veces. Las
concentraciones seleccionadas para la curva fueron: 0.039, 0.078, 0.156, 0.312, 0.625, 1.25
y 2.5mg/mL. Para el blanco, se usé TCA al 10%.

Determinacion en carbohidratos totales

Para esta cuantificacion, se siguié la técnica de Roe (1955). Se mezclaron 100uL del
homogeneizado con 100uL de &cido tricloracético (TCA,; 76-03-9, BDH) al 10% y la muestra
se centrifugd a 3600rpm, 10min a 5°C. Se recuperaron 25uL del sobrenadante, a los cuales
se les afiadieron 250uL de antrona (0.001 g de antrona en 1mL de H>SO4 al 76%; A-1631,
TCA; 76-03-9, BDH) y se calent6 a 85°C durante 10min. Se enfrid la muestra en un bafo de
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hielo y se sembraron 200uL en una microplaca para determinar la absorbancia a 620nm
(Multiskan Spectrum, Thermo Scientific®). Para la curva de calibracién, se prepard una
solucion de glucosa (G-8270, Sigma-Aldrich®), la cual fue diluida sucesivamente para
obtener las siguientes concentraciones: 0.039, 0.078, 0.156, 0.312, 0.625, 1.25y 2.5mg/mL.
Se empled TCA al 10% para el blanco.

Analisis de expresion genica de enzimas digestivas

Extraccion del &cido ribonucleico (ARN)

Para la extraccion de ARN, se utilizo el kit FastRNA Pro Green (MP Biomedicals®)
siguiendo el protocolo del fabricante (Anexo 1). Se agregd primeramente 1mL de solucion
RNApro™ a las muestras y se homogeneizaron con el FASTprep24 (Fisher Scientific®)
(Velocidad 6.0 durante 40s). Una vez obtenido el ARN, se prosiguio a medir su pureza y
concentracion en el espectrofotémetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific®). Para ello, se
uso el cociente de la absorbancia registrada a 260nm sobre la obtenida a 280nm y se considero
como ARN de buena calidad las muestras que tenian un coeficiente entre 1.8 y 2.1. Las

muestras se ajustaron a una concentracion de 400ug/pL de ARN.

Sintesis del acido desoxirribonucleico complementario (ADNc)

A partir de las soluciones de ARN ajustadas a 400ug/uL, se realizd la sintesis de ADN
complementario de acuerdo a las especificaciones y recomendaciones del fabricante del kit
ImProm-11™ Reverse Transcription System (Promega®), las cuales se muestran en el Anexo
2. Para la sintesis, se utilizaron 5uL. de ARN a una concentracion de 400ug/uL, 1uL de oligo
dT (0.5ug/uL) y 1uL (40upg/ul) de transcriptasa reversa. El patron de temperaturas que se

uso fue el siguiente: 25°C durante 10min, 45°C durante 60min y 70°C durante 15min.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y electroforesis

Se procedio a efectuar un PCR de punto final con el kit de Go Taqg Flexi DNA Polymerase,
Promega® para la amplificacion de la sintesis del ADNCc, utilizando el gen constitutivo
proteina ribosomal L8 (LVRPL8) (Sentido 5 -CCACACCCGTAAGGGAAAG-3;
antisentido 5-GGTTACCACCACCATGAGG-3"). La reaccion de PCR se realizé a un
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volumen de 12.5uLL con los siguientes componentes: Buffer 5X Green Go Taq, MgCl»
25mM, dNTPs 2.5mM y Go Taq DNA polimerasa 5U/uL (Promega®). El programa constd
de 38 ciclos y el perfil de temperaturas empleado en el termociclador (MyCycler™ 170-
9701, Bio Rad®) fue el siguiente: 95°C durante 2min, 95°C durante 30s, 59°C durante 30s,
72°C durante 1min y una extension a 72°C durante 5min. El producto del PCR se visualizo
por medio de una electroforesis desnaturalizante en un gel de agarosa al 1.0 % con buffer
TAE 1x y GelRED®.

Seleccion de genes de enzimas digestivas y disefio de oligonucledtidos para PCR en
tiempo real

Se disefiaron tanto los oligonucle6tidos de las enzimas digestivas (amilasa, catepsina, lipasa,
tripsina y quimotripsina) como los de los genes de referencia (B-Tubulina y factor de
elongacion 1-a (LVEF1-a) para ser utilizados como cebadores de referencia. Se emplearon
los programas accesibles en linea Primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/tools/primer-blast) y Perl3PrimerPlus (http://primer3plus.com/cgi-bin /dev) para el
disefio de los oligonucledtidos (Anexo 3). Las propiedades de los oligonucleotidos (1-
Temperatura de hibridacién: entre 61°C y 62°C; 2-Cantidad de Guanina, Citosina y tamafio
del producto: entre 19 y 21 pares de bases; 3-Verificacion de ausencia de formacion de
estructuras secundarias) fueron analizadas con los programas OligoEvaluatorTM,
(http://www.oligoevaluator.com/OligoEvaluator) y OligoAnalayzer 3.1 (http://www.idtdna.
com/calc/analyzer). Los amplicones obtenidos por PCR de cada par de cebadores se
observaron en un gel al 1.0% de agarosa con buffer TAE 1X. Esto permitié la verificacion

del tamafio de los productos, su especificidad y descartar una contaminacion (Cuadro 3).
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Gen Secuencia 5- 3’ Amplicon

Sentido Antisentido (PB)

B-Tubulina ATGGATCCCCAACAACGTAA CGCCTGAACATAGCAGTGAA 135
LVEF1-a TGGCTACTCACCTGTGCTTG CCAGCTCCTTACCAGTACGC 98
Amilasa CAATCAGGTGACGGTGAAC CTTGTGGACGAAGACGAC 196
Catepsina AGCCGTCCTTCCAGTTCTAC GAGTTCTTGACCAGCCAGT 136
Quimotripsina GTTCCCTCATCTCCAGCG GTTCCAGTTCTCGTGAGTGAA 158
Tripsina TCTGAGCTTCAATGACAACG GAACGGTCACCTTCTGCA 140
Lipasa CTTCATACATGGGAACGCAG TGAGTCTGAGGTGGATGATG 121

Curvas de calibracién y PCR de tiempo real (qQPCR)

Se tomaron SuLL del ADNc de cada muestra para hacer un concentrado y realizar las curvas
de calibracion para evaluar la eficiencia de los oligonucle6tidos. Para ello, se llevaron a cabo
diluciones seriadas (1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10,000) tanto del concentrado como de los
oligonuclettidos (10mM, 5mM y 2.5mM). Se verifico la eficiencia de la reaccion de los
oligonuclettidos y del concentrado con el porcentaje de eficiencia de amplificacion [e= (10
(—1/pendiente) —1) x100], utilizando la calculadora en linea de Thermo Fisher® (qPCR
efficiency calculator). La eficiencia indica la capacidad de duplicacion del numero de copias
de las cadenas de ADN o ADNCc por ciclo (Pfaffl, 2004). Cada reaccion se hizo con laiTaq™
Universal SYBR Green Supermix (Bio RaD®) en un volumen total de 10uL (1uL de ADNc
+ 1uL de primer forward + 1pL de primer reverse + 2uL de agua Milli Q + 5uL de iTaq™
Universal SYBR Green Supermix). Las reacciones de gPCR se efectuaron por triplicado
empleando al robot epMotion 5075 de Eppendorf® en placas para gPCR de Neptune®. Se
gjecutd el sistema de deteccion del termociclador CFX 96 Touch™ Real-Time PCR
Detection System (Bio Rad®). La desnaturalizacion del ADNCc se hizo a 95°C durante 30s y
la hibridacion a 95°C durante 15s. Se empled 60°C como temperatura de fusion (TM) durante
30s (40 ciclos) y la extension del ADNc se llevo a cabo a 72°C por 20s. Cabe aclarar que
para el andlisis de las muestras se usé ADNCc sin diluir y que la concentracion utilizada para
los oligonucledtidos fue de 10mM.

Al final de cada gPCR, se obtuvo una curva de amplificacion que confirma la especificidad

de la reaccidn (oligonucle6tido-muestra). A partir de esta curva, se determind el punto en el
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que la fluorescencia de la reaccion sobrepasa la fluorescencia umbral (basal o threshold), el

cual se define como el ciclo umbral (“crossing point” o “threshold point” o “cp”).

Anélisis estadisticos

Los resultados del desempefio zootécnico (longitud total, peso seco, supervivencia y
porcentaje de organismos en PL.I) asi como de la composicion bioquimica de las larvas se
analizaron estadisticamente con el programa JMP Statistical Software® version 10.

Se usé un modelo estadistico con un disefio completamente al azar en arreglo factorial 3x2

para las variables del desempefio zootécnico y 2x2 para las de composicion bioquimica:

Yij =u+a; + B+ (aB)ij + Eji

p. Media general;

a. Efecto debido al nivel del factor dieta (i: A, NG, 75NG);

p. Efecto debido al nivel del factor frecuencia (j: 1, 3);

(ap)ij. Efecto de la interaccidn en la combinacion de los factores;

Eijk. Error aleatorio.

El cumplimiento de los supuestos de normalidad y homocedasticidad de las varianzas de los
datos se evalu6 por medio de las pruebas de Shapiro-Wilk y Bartlett respectivamente. Para
cumplir con los supuestos de normalidad y homocedasticidad, los datos de longitud total
fueron transformados a la raiz cuadrada de la variable, y los de supervivencia y porcentaje
de organimos en el estadio PL.I, se transformaron al arcoseno de la raiz cuadrada de la
variable. En los resultados de la composicion biogquimica, la dieta de 100% nematodos fue
descartada debido a que s6lo se pudo analizar una muestra (n=1) a pesar de las tres réplicas
que se tenian. La comparacion multiple de medias se realiz6 a través de la Prueba de Tukey
con un nivel de significancia de 0.05.

En cuanto a los resultados de expresién génica, se capturaron los valores de los ciclos
umbrales obtenidos de los gPCR en el programa REST2009© (“Relative expression software
tool”; Pfaffl, Horgan y Dempfe, 2002) para el analisis estadistico. Dicho programa se encarga

de cuantificar y comparar la expresion genica. La cuantificacion relativa se baso en la
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relacion entre los niveles de los genes de interés (enzimas digestivas) y los de referencia
(constitutivos). El método matematico empleado por el programa es el siguiente:

(EGIn)ACPIn(Control — Experimental)
(EGRef)ACPRef (Control — Experimental)

expR. Expresion relativa; EGIn. Eficiencia del gen de interés; ACPIn. Diferencia del cp del gen de interés del grupo control
menos el cp del gen de interés del grupo experimental; EGRef. Eficiencia del gen de referencia; ACPRef. Diferencia del
cp del gen de referencia del grupo control menos el cp del gen de referencia del grupo experimental.

expR =

Se emple6 como grupo control al tratamiento de alimentacion 100% Artemia y los genes de
referencia fueron el Factor de Elongacionl-a. y B-tubulina. A los datos obtenidos, se les
realizd6 un andlisis subsecuente de significancia estadistica PFRR (PairWise Fixed
Reallocation Randomisation Test©). Los resultados se consideraron estadisticamente
significativos a P<0.05. La representacion visual de los resultados se realizd por medio de

gréficos de caja-bigotes.
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RESULTADOS

Calidad del agua

El Cuadro 4 muestra el promedio y la desviacion estandar de las variables fisicoquimicas
medidas en los tratamientos experimentales. Todas las variables registradas se mantuvieron
dentro de las condiciones dptimas para el cultivo larvario de L. vannamei. Adicionalmente,
no se registraron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos, lo que evidencia

que las larvas fueron cultivadas bajo las mismas condiciones ambientales.

Cuadro 4. Parametros fisicoquimicos en el agua de cultivo durante el bioensayo

Tratamientos

Parametros 1 vez / dia 3 veces / dia
fisicoquimicos
A NG 75NG A NG 75NG
Temp (°C) 31.8+0.48 31.7+£0.49 31.8+0.37 31.6+0.30 31.7+0.44 31.6+0.25
OD (mg/L) 4,94+0.49 4,91+0.43 4,9610.52 4,93+0.46 4,97+0.48 4,98+0.54
Sal (ups) 36.9+0.9 36.9+0.9 36.5£0.9 36.9+0.9 36.6+0.8 36.7+0.9
pH 8.5+0.03 8.5+0.04 8.5+0.01 8.5+£0.03 8.5+0.01 8.5+0.01

Los resultados se muestran como promedio + desviacion estandar. Notas: A. Larvas alimentadas con 100% Artemia,
NG. Larvas alimentadas con 100% nematodos, 75NG. Larvas alimentadas con 75% nematodos + 25% Artemia. Temp.
Temperatura, OD. Oxigeno disuelto, Sal. Salinidad. La ausencia de literales implica que no se encontraron diferencias

significativas.
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Desempefio zootécnico de las larvas
El Cuadro 5 muestra el promedio y el error estandar de las variables: longitud total, peso
seco, supervivencia y ndmero de organismos en PL.lI de los diferentes tratamientos

experimentales.

La mayoria de los organismos alcanzaron el estadio PL.I después de 9 dias de cultivo. La
supervivencia durante el bioensayo varié entre 13% y 14%, sin que se encontraran diferencias
significativas (P>0.05). De igual manera, no se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de organismos en estadio PL.1 entre los diferentes tratamientos (P>0.05)

Se observd un efecto significativo de la interacciéon de los factores dieta y frecuencia de

suministro para la longitud total y el peso seco de las larvas.

Cuadro 5. Desempefio zootécnico de las larvas de Litopenaeus vannamei durante el bioensayo.

Tratamientos

Variables - - p-valor
) 1 vez / dia 3 veces / dia
zootecnicas D*F
A NG 75NG A NG 75NG
Longitud total (mm) 4.09+0.03°  3.71+0.04°  4.02+0.05°  4.33+0.03*  3.85+0.03° 4.03+0.03° 0.0101
Peso seco (ug) 49.8+2,09%  48.4+1.65® 52.9+5.31%*  62.6+3.04°  39.2+0.83° 48.6+6.54% 0.0414
Supervivencia (%) 143175  14.3+4.80° 13.2¢2.86° 14.3t583°  85:3.30° 162083

Organismos en PL.1I (%) 96.6+2.09% 70+1.65% 90+5.31% 100+3.04% 90+0.83* 93.3+£6.54%

Los resultados se muestran como promedio + error estandar. Notas: A. Larvas alimentadas con 100% Artemia, NG. Larvas
alimentadas con 100% nematodos, 75NG. Larvas alimentadas con 75% nematodos + 25% Artemia. D*F. Interaccion de los
factores Dieta y Frecuencia; el efecto fue considerado significativo cuando P<0.05. Las letras superescritas indican donde
radican las diferencias significativas entre los tratamientos. Tamafio de muestras: Longitud total y Organismos en PL.I
(n=30 larvas para todos los tratamientos, a excepcion de [NG 1 vez/dia] n=20), Peso seco (n=3 “pool” de 10-47 larvas para
todos los tratamientos), Supervivencia (n=3 conteos de 4-11 larvas para todos los tratamientos, a excepcion de [NG 3
veces/dia] y [75NG 3 veces/dia] n=2).
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La longitud de las larvas alimentadas con 100% Artemia tres veces al dia resultd ser
significativamente mayor con respecto a la de los organismos del resto de los tratamientos.
Adicionalmente, se observo que las larvas cultivadas con 100% Artemia una vez al dia y 75%
nematodos + 25% Artemia una y tres veces al dia tuvieron una longitud total similar. Las
larvas de menor longitud fueron aquellas alimentadas con 100% nematodos una y tres veces
al dia (Cuadro 5y Figura 11).
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Figura 11. Interaccion de la dieta y frecuencia de suministro en la longitud total (mm) de larvas de L. vannamei.

Los resultados se muestran como promedio + error estandar. Notas: A. Larvas alimentadas con 100% Artemia, NG.
Larvas alimentadas con 100% nematodos, 75NG. Larvas alimentadas con 75% nematodos + 25% Artemia. D. Dieta, F.
Frecuencia de alimentacion, D*F. Interaccion de los factores Dieta y Frecuencia; el efecto fue considerado significativo
cuando P<0.05. Las letras (a, b y ¢) indican donde radican las diferencias significativas entre los tratamientos.
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Respecto al peso seco, las PL.I mantenidas con 100% Artemia tres veces al dia mostraron ser
significativamente mas pesadas que las alimentadas con 100% nematodos tres veces al dia.
Los organismos presentes en el resto de los tratamientos mostraron un peso seco similar entre

ellos pero mayor al tratamiento 100% nematodos tres veces al dia (Figura 12).
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Figura 12. Interaccion de la dieta y frecuencia de suministro en el peso seco (mg) de larvas de L. vannamei.
Los resultados se muestran como promedio + error estandar. Notas: A. Larvas alimentadas con 100% Artemia, NG.
Larvas alimentadas con 100% nematodos, 75NG. Larvas alimentadas con 75% nematodos + 25% Artemia. D. Dieta, F.
Frecuencia de alimentacién, D*F. Interaccion de los factores Dieta y Frecuencia; el efecto fue considerado significativo
cuando P<0.05. Las letras (a y b) indican donde radican las diferencias significativas entre los tratamientos.
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Composicion bioquimica de las larvas

Como se muestra en el Cuadro 6 no se encontrd una interaccion de los factores dieta y
frecuencia en ninguna de las variables bioquimicas determinadas. En el caso del nivel de
glucogeno, se observo un efecto de la dieta; las larvas alimentadas con la dieta 100% Artemia
mostraron una mayor concentracion de este metabolito (6.26 + 0.42mg/g de peso seco) que
aquellas alimentadas con 75% de nematodos + 25% de Artemia (4.60 + 0.17mg/g de peso
seco). No se observaron diferencias significativas en el contenido de proteinas, lipidos y

carbohidratos totales entre los diferentes tratamientos.

Cuadro 6. Composicién bioguimica de las larvas de Litopenaeus vannamei durante el bioensayo
Tratamientos

. o - - p-valor
Variables bioquimicas 1 vez/dia 3 veces / dia
D*F
A 75NG A 75NG

Proteinas totales (mg/g peso seco) 335.79+4.04 335.85+13.81 343.64+8.47 308.74+11.59
Lipidos totales (mg/g peso seco) 72.79+1.76 85.33+2.29 81.6745.89 82.26+2.50 Sin
Carbohidratos totales (mg/g peso seco) 8.85+0.57 10.20+0.58 8.44+0.54 9.24+0.57 Interaccion
Glucdgeno (mg/g peso seco)* 6.95+0.22° 4.780.33%® 5.59+0.60° 4.43+0.09°

Los resultados se muestran como promedio + error estandar. Notas: A. Larvas alimentadas con 100% Artemia, NG.
Larvas alimentadas con 100% nematodos, 75NG. Larvas alimentadas con 75% nematodos + 25% Artemia. D*F.
Interaccion de los factores Dieta y Frecuencia, el efecto significativo (P<0.05). EI * indica un efecto dieta. Tamafio de
muestras: Proteinas, Lipidos, Carbohidratos totales y Glucégeno (n=3 “pool” de mas de 50 larvas cada uno para todos
los tratamientos. Fue excluido del analisis estadistico la dieta 100% Nematodos con sus dos frecuencias de alimentacion.
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Figura 13. Efecto de la dieta en la concentracion de glucogeno (mg/g de peso seco) en larvas de L. vannamei.

Los resultados se muestran como promedio + error estdndar. Notas: A. Larvas alimentadas con 100% Artemia,
75NG. Larvas alimentadas con 75% nematodos + 25% Artemia. D. Dieta, F. Frecuencia de alimentacion, el efecto
fue considerado significativo cuando P<0.05. Las letras (a y b) indican donde radican las diferencias significativas
entre los tratamientos. Fue excluido del analisis estadistico la dieta 100% Nematodos con sus dos frecuencias de
alimentacion.
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Corroboracién por medio de geles de agarosa de la sintesis de ADNc y disefio de
oligonucleotidos

En la Figura 14, se muestra el gel de agarosa que corrobora la obtencion de ADNc a partir
de las muestras de PL.I. De igual manera, la efectividad de los oligonucledtidos tanto de las

enzimas digestivas como de los genes constitutivos se presenta en la Figura 15.
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Figura 14. Gel de agarosa al 1.0% tefiido con GelRED empleando el gen constitutivo LvRPL8 856bp para corroborar la
obtencion de ADNc. M. Marcador de peso molecular; Neg. Control negativo (agua MilliQ); Pos. Control positivo ADNc
de camardn adulto; A. Larvas alimentadas con 100% Artemia; NG. Larvas alimentadas con 100% nematodos, 75NG.
Larvas alimentadas con 75% nematodos + 25% Artemia; /1. Una vez al dia; /3. Tres veces al dia. Tamafio de muestras
por tratamiento (n=3 “pool” de aproximadamente 85mg de larvas, a excepcion de [NG 3 veces al dia] n=2).
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Figura 15. Gel de agarosa al 1.0% tefiido con GelRED empleando los genes constitutivos B-Tubulina y factor
de elongacion 1-a., al igual que los genes de las enzimas digestivas. M. Marcador de peso molecular; g-TUL.
B-Tubulina; EF-1a. Factor de elongacion 1-a; AMI. Amilasa; CAP. Catepsina; LIP. Lipasa; TRIP. Tripsina;
QUI. Quimotripsina; L8. Control positivo ADNc de camardn adulto. Tamafio de la muestra por gen (n=2).
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Anélisis de la expresion genica de las enzimas digestivas

Las Figuras 16, 17, 18, 19, 20 y el Cuadro 7 muestran la expresion relativa de los genes que
codifican para las enzimas estudiadas en larvas PL.I de L. vannamei. La expresion genica de
las enzimas amilasa, lipasa y quimotripsina fue significativamente mas alta (P=0.001,;
P=0.012; P=0.001, respectivamente) en las larvas alimentadas con 100% de nematodos
ofrecidos una vez al dia con respecto a las larvas del tratamiento control; no obstante, se
observo una disminucion de la expresion génica de la amilasa, tripsina y catepsina en las PL.I
(P=0.011; P=0.003; P=0.026, respectivamente) cuando se suministré esta misma dieta tres

veces por dia.

En los organismos alimentados con 75% de nematodos y 25% de Artemia tres veces al dia
fue significativamente mas baja la expresion génica de la amilasa y tripsina en comparacion
con los animales del tratamiento control (P=0.012; P=0.010, respectivamente). El suministro

de la misma dieta solo una vez al dia promovi6 una mayor expresion de la tripsina (P=0.008).
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Figura 16. Expresion relativa del gen de la amilasa en PL.I de L. vannamei alimentadas con Panagrolaimus sp.
suministrado a dos densidades y frecuencias. NG. Larvas alimentadas con 100% nematodos, 75NG. Larvas alimentadas
con 75% nematodos + 25% Artemia. La linea roja representa la expresion génica del grupo control (Larvas alimentadas
con 100% Artemia). La significancia estadistica se denota como* P<0.05. Tamafio de muestras por tratamiento (n=3
“pool” de aproximadamente 85mg de larvas, a excepcion de [NG 3 veces al dia] n=2).
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Figura 17. Expresion relativa del gen de la lipasa en PL.1 de L. vannamei alimentadas con Panagrolaimus sp. suministrado
a dos densidades y frecuencias.. NG. Larvas alimentadas con 100% nematodos, 75NG. Larvas alimentadas con 75%
nematodos + 25% Artemia. La linea roja representa la expresion génica del grupo control (Larvas alimentadas con 100%
Artemia). La significancia estadistica se denota como* P<0.05. Tamafio de muestras por tratamiento (n=3 “pool” de
aproximadamente 85mg de larvas, a excepcion de [NG 3 veces al dia] n=2).
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Figura 18. Expresion relativa del gen de la tripsina en PL.I de L. vannamei alimentadas con Panagrolaimus sp. suministrado
a dos densidades y frecuencias. NG. Larvas alimentadas con 100% nematodos, 75NG. Larvas alimentadas con 75%
nematodos + 25% Artemia. La linea roja representa la expresion génica del grupo control (Larvas alimentadas con 100%
Artemia). La significancia estadistica se denota como* P<0.05. Tamafio de muestras por tratamiento (n=3 “pool” de
aproximadamente 85mg de larvas, a excepcion de [NG 3 veces al dia] n=2).
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Figura 19. Expresion relativa del gen de la quimotripsina en PL.I de L. vannamei alimentadas con Panagrolaimus sp.
suministrado a dos densidades y frecuencias. NG. Larvas alimentadas con 100% nematodos, 75NG. Larvas alimentadas
con 75% nematodos + 25% Artemia. La linea roja representa la expresion génica del grupo control (Larvas alimentadas con
100% Artemia). La significancia estadistica se denota como* P<0.05. Tamafio de muestras por tratamiento (n=3 “pool” de
aproximadamente 85mg de larvas, a excepcion de [NG 3 veces al dia] n=2).
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Figura 20. Expresion relativa del gen de la catepsina en PL.I de L. vannamei alimentadas con Panagrolaimus sp.
suministrado a dos densidades y frecuencias.NG. Larvas alimentadas con 100% nematodos, 75NG. Larvas alimentadas con
75% nematodos + 25% Artemia. La linea roja representa la expresion génica del grupo control (Larvas alimentadas con
100% Artemia). La significancia estadistica se denota como* P<0.05. Tamafio de muestras por tratamiento (n=3 “pool” de
aproximadamente 85mg de larvas, a excepcion de [NG 3 veces al dia] n=2).
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Cuadro 7. Matriz génica de significancia estadistica (P<0.05 y P>0.05) de las enzimas amilasa, lipasa,
tripsina, quimotripsina y catepsina en las dietas de 100% Nematodos y 75% Nematodos + 25% Artemia

Genes de enzimas Tratamientos
digestivas 1vez / dia 3 veces / dia
100NG 75NG 100NG 75NG
Amilasa 0.001 0517 _
Lipasa 0.012 0.063 0.853 0.427
Tripsina 0.255 0.008 _
Quimotripsina 0.001 0.100 0.146 0.264
Catepsina 0.370 1.000 0.065

[ Aumento de la expresién P<0.05
I Disminucién de la expresién P<0.05
[ No hay diferencias, no hay una tendencia P>0.05
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DISCUSION

Desempefio zootécnico de las larvas

Los resultados del desempefio zootécnico mostraron que la sustitucion del 75% de Artemia
por el nematodo Panagrolaimus sp. en la dieta larvaria de L. vannamei es viable. Las
diferencias de longitud total y peso seco entre las larvas alimentadas con 100% Artemia y
aquellas cultivadas con 75% nematodos + 25% Artemia fueron minimas (0.2mm y 5.4ug
aproximadamente), aunque estadisticamente significativas en el caso de la longitud. Este
resultado coincide con lo reportado por Seychelles y colaboradores (2017) quienes
observaron larvas con un mismo peso seco y una longitud significativamente diferente
(0.4mm), al comparar organismos alimentados con 100% Artemia con otros cultivados con
75% Panagrolaimus sp. enriquecidos en S.presso® (producto rico en &cidos grasos
poliinsaturados) + 25% Artemia. En la presente investigacion, las larvas alimentadas con
100% nematodos mostraron un menor crecimiento que las larvas del tratamiento control y
las mantenidas con 75% nematodos + 25% Artemia. Estos resultados son similares a los
presentados por Seychelles et al., 2017 y Seychelles et al., 2018, en donde registran una
mayor longitud total en PL.I después de alimentar las larvas con 100% Artemia en
comparacion con 100% Panagrolaimus sp. enriquecidos con C. cohnii. Cabe mencionar que
el peso seco promedio (43ug) gque se obtuvo en la presente investigacion para las larvas
cultivadas con 100% nematodos es similar al reportado en el estudio de Seychelles y
colaboradores (2017; 30ug) cuando probaron la misma dieta. No obstante, en otro estudio de
este mismo equipo de trabajo, los pesos secos de las larvas oscilaron entre 47ug y 72 ug; eso
hace pensar que dicha variable es facilmente alterable por el proceso y material empleado
para determinarla.

Una mayor disponibilidad de alimento en la columna de agua durante el dia se reflejo en
larvas mas grandes, aunque este efecto solamente se observd para las larvas cultivadas con
100% Artemia, como lo evidencia la interaccion. El tener solamente tres réplicas por
tratamiento pudo haber enmascarado algunos efectos de las dietas y frecuencias de suministro

sobre las variables zootécnicas en las larvas. El error estandar para dichas variables en
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algunos tratamientos fue notable y es recomendable aumentar tanto el nimero de réplicas

como tamafo de muestras para futuros bioensayos.

La supervivencia en el bioensayo fue muy baja y el resultado reportado carece probablemente
de confiabilidad. EI problema se atribuye mas a la distribucion no homogénea de las larvas
en los estanques que al método empleado para determinar dicha variable. Las larvas no
estaban repartidas de manera uniforme en la columna de agua; al contrario, se observaban
“grupos” de organismos en diferentes partes de las unidades experimentales y a diferentes
profundidades. Cabe mencionar que la distribucién de los organismos es influenciada por las
variables fisicoquimicas como la luz, temperatura y aireacion, entre otros factores. También,
dicha distribucion cambia en funcion del estadio de desarrollo de la larva y su morfologia. A
PL.I, los organismos tienden a encontrarse en las paredes o en el fondo del estanque (Treece
y Yates, 1993) y los pocos organismos que se capturaron en la columna de agua no fueron
representativos de la poblacion presente en las unidades. Para futuros bioensayos, seria
conveniente considerar mejorar la dispersion de las larvas en la unidad experimental, lo cual
podria lograrse al aumentar la aireacion por unos minutos previo a la toma de muestras.
También se deberia tomar en cuenta nuevas técnicas para evaluar la supervivencia. Una de
ellas, consiste en la toma de tres alicuotas de 100mL empleando un muestreador de vino
(Godinez, comunicacion personal). Otra propuesta que se ha considerado para futuros
bioensayos, es el uso de un dispositivo inteligente contador de pequefios organismos
acuaticos (XPert-Count™), con el cual seria posible contabilizar a todos los organismos
vivos de una misma unidad experimental.

Por ultimo, en el presente trabajo la celeridad del desarrollo larvario no fue afectada por las
frecuencias de alimentacion ni por las dietas. Dicho resultado consolida la propuesta de
reemplazar el 75% de Artemia por Panagrolaimus sp. en la primera alimentacién del
camaron blanco del Pacifico, ya que no se observa un retraso en el desarrollo de las larvas.
Seychelles y colaboradores (2017) reportaron también que el porcentaje de organismos
mudandose a PL.I no era estadisticamente diferente al cultivar larvas de L. vannamei con
100% Artemia o 75% Panagrolaimus sp. enriquecidos con S.presso® + 25% Artemia. En
otro estudio (2018), este mismo grupo de investigadores encontré una tasa de desarrollo
similar a PL.I entre organismos alimentados con 100% Artemia y otros mantenidos con 100%
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Panagrolaimus sp. enriquecidos con C. Cohnii. En contraste, Focken y colaboradores (2006)
observaron en un periodo de 9 dias que aproximadamente el 72% de las larvas que
consumieron el nematodo P. redivivus alcanzaron el estadio de PL.I en comparacion con el
4% de las larvas alimentadas con Artemia. En los estudios anteriormente mencionados y en
la presente investigacion, no se calculd el indice de desarrollo larvario propuesto por Villegas
y Kanazawa (1979) que tiene por finalidad determinar si un tratamiento alimenticio acelera
o retarda la metamorfosis en cada estadio de la etapa larvaria. De tal forma que no se sabe
exactamente como fue la evolucion del desarrollo de las larvas antes de PL.I entre los

diferentes tratamientos y si alguno lo aceleré o lo retraso.

Composicion bioquimica y estado nutricional de las larvas

El reemplazo del 75% de Artemia por Panagrolaimus sp. no tuvo un impacto sobre la
composicion bioguimica de las larvas a PL.1, a excepcion de la concentracién de glucogeno.
Lo anterior puede explicarse por la semejanza en la composicion nutricional de estas dos
presas vivas, aunque la Artemia tiene un mayor contenido en proteinas. Los resultados de
andlisis bromatol6gicos mostraron que Panagrolaimus sp. contiene aproximadamente 41%
proteinas, 20% lipidos y 31% carbohidratos mientras que la Artemia empleada en el presente
bioensayo tenia 54% proteinas, 16% lipidos y 23% carbohidratos (Mercier, comunicacion
personal).

Las proteinas son moléculas que desempefian principalmente un papel en la estructura,
sefiales bioquimicas, transporte, informacion genética y de defensa de los organismos
(Nelson y Cox, 2005). Varios autores han mostrado que las proteinas son esenciales en
juveniles de L. vannamei ya que son una fuente de energia por medio de reacciones
catabolicas y son esenciales en el metabolismo de carbohidratos y lipidos (Rosas et al., 2001).
También, son involucradas en los procesos de osmoregulacién a través de los aminoéacidos,
producto de su degradacion (Dall y Smith, 1986; Lignot et al., 1999). En larvas, las proteinas
son usadas continuamente para el crecimiento. Velasco y colaboradores (2000) han sugerido
que el requerimiento 6ptimo de este nutriente en la dieta de postlarvas de L. vannamei sea de
25%. La ausencia de diferencia estadistica encontrada en el presente trabajo en la

concentracion de proteinas totales entre larvas alimentadas con 100% Artemia y 75%
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nematodos + 25% Artemia demuestra que Panagrolaimus sp. puede ser considerado como
un sustituto de la Artemia. Al no existir diferencias estadisticas de los niveles de lipidos y
carbohidratos totales en las larvas alimentadas con las dietas usadas en el estudio, se apoya
también la viabilidad de la sustitucion del 75% de Artemia. Es importante mencionar que, en
camaron, los lipidos representan una importante fuente de energia y son almacenados
principalmente en el hepatopancreas en forma de triglicéridos (Lim et al., 1997); mientras
que los carbohidratos son utilizados como combustibles metabdlicos inmediatos (Sick y
Andrews, 1973; Rosas et al., 2000) y son también un constituyente del exoesqueleto (Rosas
et al., 2000, Rosas et al., 2002). Los requerimientos nutricionales de lipidos y carbohidratos
no han sido bien definidos en la etapa larvaria de los camarones peneidos; sin embargo,
numerosos trabajos han mostrado la importancia de los &cidos grasos altamente insaturados
tales como el DHA, ARA y EPA que forman parte de los lipidos. Dichos acidos grasos son
necesarios para un adecuado crecimiento larvario (Gonzalez-Félix et al., 2002; Gonzélez-
Félix, Pérez-Velazquez y Quintero-Alvarez, 2009). Por otro lado, Teshima y Kanazawa
(1984) observaron que el uso de diferentes fuentes de carbohidratos (glucosa-sacarosa-
almidon) en la dieta de larvas de Penaeus japonicus mejora el crecimiento y la supervivencia
de estas.

La menor concentracion de glucogeno registrada en las larvas alimentadas con 75%
nematodos + 25% Artemia respecto a aquellas cultivadas con 100% Artemia puede ser
explicada mediante los siguientes supuestos: 1) las larvas alimentadas con 75% nematodos
+ 25% Artemia probablemente no tuvieron la necesidad de almacenar glucégeno ya que
tenian otras fuentes energéticas para ser usadas (lipidos y carbohidratos totales); 2) Es posible
que las larvas mantenidas con 75% nematodos + 25% Artemia tenian pocas horas de haber
mudado a PL.I antes del muestreo, mientras que las alimentadas con 100% Artemia habian
alcanzado dicho estadio varias horas antes. Cabe resaltar que los crustaceos almacenan
glucdgeno (reserva energética) una vez que han satisfecho las necesidades de su metabolismo
basal y después de haber dirigido energia hacia su crecimiento. Normalmente usan estas

reservas cuando hay una escasez de alimento o en periodo de muda (Gaxiola et al., 2005).
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Expresion génica de las enzimas digestivas

El suministro de 100% Panagrolaimus sp. una vez al dia parece no ser adecuado para
alimentar las larvas de L. vannamei ya que genero una sobreexpresion genica de la amilasa,
lipasa y quimotripsina, implicando posiblemente un mayor desgaste energetico. La
distribucion de los nematodos una vez al dia produjo una menor disponibilidad de éstos en
la columna de agua a lo largo del dia, por lo que las larvas han probablemente capturado una
gran cantidad de Panagrolaimus sp. en un corto tiempo, justo después de su suministro. La
captura de un gran nimero de nematodos ha dificultado posiblemente su digestion por dos
razones: 1) A PL.1, el hepatopéncreas sigue siendo rudimentario y es factible pensar que la
secrecion enzimatica para degradar alimentos en el estbmago no sea tan “potente”, por lo que
se generd un “punto de saturacion digestivo”; 2) Panagrolaimus sp. tiene una cuticula
compuesta de 80% colageno y 20% de otras glucoproteinas y lipidos (Page y Johnstone,
2007). La degradacion de dicha cuticula por las larvas puede representar cierto grado de
dificultad si no tienen las enzimas adecuadas. Para un futuro bioensayo, se sugiere medir la
expresion del gen de la colagenasa para saber si dicha enzima esta secretada por PL.1 de L.
vannamei y poder verificar la hip6tesis planteada. En un trabajo, Brito y colaboradores (2001)
previamente sefialaron que la cuticula de algunos alimentos vivos como son los nauplios de
Artemia puede representar un factor limitante para la digestion de las larvas de L. vannamei.
La sobreexpresion observada en el presente estudio de algunos genes de enzimas digestivas,
cuando las larvas fueron alimentadas con 100% nematodos una vez por dia, parece no haber
influenciado el crecimiento de los organismos o alguna otra variable de su desempefio
zootécnico. En el caso del camardn tigre (Penaeus monodon), Sankar y colaboradores (2011)
reportaron un mayor crecimiento en juveniles con niveles altos de actividad enzimatica. No
obstante, Molina y colaboradores (2000) no encontraron diferencias significativas en el peso
y supervivencia de juveniles de L. vannamei a pesar de reportar un pico en la actividad de la
amilasa (11.1U/mg de proteina) y la lipasa (96.8U/mg de proteina) en diferentes horarios de
alimentacion. De hecho, varios autores han evidenciado que existe una alta variabilidad en
la actividad de las enzimas digestivas de los camarones peneidos en respuesta a una dieta, lo
cual se relaciona con la expresion génica de las mismas (Lovett y Felder, 1990; Le Moullac
et al., 1994; Arena et al., 2003). Dicha variabilidad puede ser producida directamente por

factores relacionados al alimento como son: el contenido y la calidad de los carbohidratos y
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proteinas; su naturaleza (vivo o inerte); su tamafio y densidad (Gamboa-Delgado, Molina-
Poveda y Cahu, 2003; Le Moullac et al., 1994). Otros factores externos a la dieta pueden
también influir, tales como el estadio de muda del organismo, la hora del dia, el fotoperiodo
o0 la temperatura del cultivo (Van Wormhoudt, Ceccaldi y Martin, 1980; Le Moullac et al.,

1994; Cruz-Suarez, 1999).
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CONCLUSIONES

1. Panagrolaimus sp. puede ser empleado en la alimentacion de las larvas de L. vannamei a
una densidad de 75% nematodos + 25% Artemia al menos tres veces al dia desde el estadio
de Zoea Il hasta PL.I.

2. El nematodo Panagrolaimus sp. es un alimento vivo con una composicion nutricional

indicada para la etapa larvaria de L. vannamei.

3. Las dietas suministradas y la frecuencia de alimentacion no ejercieron un efecto sobre la

metamorfosis larvaria, al menos no se observo a PL.I.

4. Una alimentacion basada en 100% Panagrolaimus sp. probablemente provoca un desgaste
a nivel energético en las larvas de L. vannamei porque implica una alta actividad metabdlica
su aprovechamiento nutricional, ya que los resultados de expresion génica sefialan que es

posible que sea mas dificil digerirlo debido a su cuticula.
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ANEXO 1. Guia para la obtencién de ARN utilizando el kit FastRNA
progreen (MP Biomedicals®)

1. Por cada 100-300mg de muestra para procesar, afiadir 1mL de la solucién
RNApro™ y Lysing Matrix D.

2. Afnadir de 100-300mg de tejido vegetal o hasta 100mg de tejido animal al tubo que

contiene la solucion RNApro™ y Lysing Matrix D.

3. Procesar el tubo de la muestra en el quipo FastPrep®-24 durante 40s a una

configuracion de 6.0.
4. Retirar y centrifugar el tubo a un minimo de 12,000 x g durante 5min a 4°C.

5. Transferir la parte superior (-750uL) a un nuevo tubo de microcentrifuga. Evitar

transferir el pellet o pastilla de desechos y la Lysing Matrix D.

6. Incubar la muestra transferida en el nuevo tubo durante 5 minutos a temperatura

ambiente.

7. Afadir 300uL de cloroformo (no alcohol isoamilico) y vortexear durante 10s,

después dejar incubar durante 5min a temperatura ambiente.
8. Centrifugar el tubo a un minimo de 12,000 x g durante 5min a 4°C.

9. Transferir la parte superior (sin perturbar la interfase) a un nuevo tubo de

microcentrifuga.

10. Afiadir 500ul de etanol absoluto frio, invertir 5X para mezclar y almacenar a -

200°C durante al menos 30min.

11. Centrifugar el tubo a un minimo de 12,000 x g durante 15min a 4°C y eliminar el

sobrenadante.

12. Lavar el pellet o pastilla con 500pl de etanol al 75% frio. (Debe de estar hecho
con agua DEPC)
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13.Eliminar el etanol y dejar secar durante 5min a temperatura ambiente (No secar
por completo el ARN), resuspender el ARN en agua DEPC.
14. Dejar incubar durante 5min a temperatura ambiente.
15. Determinar la concentracion de ARN:

e Diluir 5ul de ARN purificado en 495uL de agua DEPC.
e Lectura de OD2so usando agua DEPC como blanco.

e Calcular los pg de ARN por mL usando la formula:
(OD260) (40ug/mL/por OD) (100 [factor de dilucion]) = ug ARN por mL.

16. Repartir el ARN en alicuotas y guardar a -70°C.

17. Laintegridad del ARN puede observarse mediante la electroforesis usando gel de

agarosa al 1.2%.
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ANEXO 2. Guia para la conversién de ARN en ADNc empleando al kit

ImProm-II™ reverse transcription system (Promega®)

El procedimiento esté disefiado para convertir hasta 5ug de ARN total o hasta 500ng de ARN
poli(A) en ADNc de primera cadena.
1. Mezclar y centrifugar cada componente antes de ser utilizado. Debe de ser

combinado lo siguiente:

Componente Cantidad

ARN muestra (hasta 5ug/reaccion) Xul
Primer Oligo dT (0.5ug/reaccién) y/o

Primer random (0.5ug/reaccion) y/o

Primer de gen especifico XpL
(10-20pmol/reaccion)

Agua libre de nucleasas XpL

Volumen final 5uL

2. Cerrar cada tubo de ARN y colocar los tubos en un blogue de calor precalentado a
70°C durante 5 minutos. Despues de manera inmediata enfriar los tubos en agua con
hielo al menos durante 5 minutos. Centrifugar cada tubo durante 10s en una
microcentrifuga. Deben de mantenerse cerrados los tubos y en hielo hasta que se les
agregue la mezcla de la reaccion de Transcriptasa-Reversa.

3. Preparar la mezcla para la reaccion de Transcriptasa-Reversa empleando los

siguientes componentes:
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Componente Cantidad
Agua libre de nuclease (para volumen final de XmL
15mL)

Buffer 5X GoScript™ 4.0uL
MgCl; (concentracion final 1.5-5.0mM) 1.2-6.4uL
dNTPs (concentracion final 0.5mM) 1.0 puL
RNAsin (opcional) 20U
Transcriptasa-Reversa GoScrip™ 1.0uL
Volumen Final 15.0pL

4. Afadir 15mL de la reaccién Transcriptasa-Reversa a cada tubo en el hielo. Agregar

5uL de ARN y mezcla de primer o cebador para obtener una reaccién con un volumen

final de 20uL por tubo.

5. Colocar los tubos en un bloque térmico a 25°C durante 5min.

6. Incubar los tubos en el bloque térmico a 42°C hasta 1h. La temperatura de extension

se optimizara entre 37°C y 55°C.

7. Inactivar Transcriptasa-Reversa: incubar los tubos en el bloque térmico a una

temperatura de 70°C durante 5min.
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ANEXO 3. Secuencias génicas de los oligonucleétidos empleados para la

evaluacion de la actividad de las enzimas digestivas

1 Amilasa

>KMO077129.1 Litopenaeus vannamei isolate amy_Iv_d1 amylase mRNA, complete cds
CAGCATCATGGGTTCGGCAGGACTGTACAGCTTGGTGTTGGTGTTGCTGTGGGCGGGCGGCGGGCGTGCG
GGCGTCGGCTACGAGAACCCCGCGTGCGACGGCAAGACGGTCATCGTGCACCTGTTCGAGTGGAGGTGGA
CCGACGTCGCCCTCGAGTGCGAGAGGTTCCTCGCCCACGCCGGCTACTGCGGCGTCCAGGTGTCCCCCCC
GAACGAGCACCTGACGAACCCGCCCGAGTACCCGTACCCGTGGTGGCAGCGATACCAACCCGTCTCGTAC
AAGCTCGTCTCGCGGTCCGGCTCCGAGGACGAGTTCGAGGACATGGTGCGCAGGTGCAACGCCGTCGGGE
TCAGGATCTTCGTCGACGCCGTAGTGAACCACATGGCCGCCCTGGGACGCAAGGGGACGGGCTCCGGCGG
GACGGCCTTCGACGGCGACGCCCACGACTTCCCCGGCGTCCCCTACACCGCCGAGCACTTCACGCCCAAG
GAGCTGTGCCCTTCGCATGACGGCAACGTGAACAACTACGGCGACCCGTTCAACGTTCGCAACTGCAACC
TCGTGGCTCTCACCGACCTCTACGGCGCCTCGGACTACGTGAGGACGACCGTGGCCGGATATTTCAGCAA
GTTGGTGGACATCGGAGTGGCCGGCTTCAGGGTGGACGCGGCGAAGCACATGTGGCCGGAGGACCTGGCA
GCCATGATGGACCTGACCAACGACCTGAACCCCGCCCAGGGCTTCCCCGCCAACACCCGCCCCTTTTTCT
ACCTGGAGGTCATAGATCGCAACGACGGGGCGGTCACAGTGCAGGAGTACTATGGCATGGGTCGCGTGAC
GGAATTCCGCTACAGCCAGAAGATCGCTTGGGGCGTGCAGAACCCGGGGCAGCTGGAGGGCGTGTATGAC
CCGGGCTGGGGCATGGCTGACCCCGACAAGGCCTTCGTGTTCGTCGACAACCACGACAACCAGCGCGGTC
ATGGAGGCGCCGGGGACATCCTCACGCACAAGCAGCCTAAGGAATATACCATGGGTGTCTGCTTCTCCCT
CGCCCATGACTATGGTTTCATGCGCATCATGAGCAGCTATTACTTCGACAACAGCGACCAGGGTCCGCCA
GGCAGCAGCTACGGAGGCACGGATGACGTCCCCATCAACGGCGATGGAACCTGCGGCGGCGGATGGGTCT
GCGAGCACCGGTGGAACGCCATTACGCAGATGGTCAAGTTCAGGAACGCTGTGGCAGGCACGCAGATCGC
CAACTGGTTCCAGGAGGGCGACAACGTGGCCTTCTCCCGCGGCGATAAGGGCTTCTTCGCCATGTCCAAG
TACGGCTCTTTCGACCGTACGCTCCAGACGGGCATGCCCGCCGGTACCTACTGCGAGCTGATCAGCGGCT
GCGCECRAATCAGGTCACCETCAACGGCGACGGAACTGCGCAGATCTCCATCCACAAT TCTGATGAACCGAT
CTTCGCCATTTGTGTCGGATGCGACGGAAATGGCCCCACCGTCGACCCCAATCAGCCCACGACGACCCCG
GGCCCCACCCAGCCGCCCATCACGTCGGGCGCGCACAGGACCETCETCTTCETCCACAAGCAGACCAACC
CCGGCCAGGACCTCTTCATAAGGGGCGGCATCGACTCGGCCCATCGCCCAGGCTGCACCGAGAACGCGGA
CGCCGACGCCTGCGCCATCGACATCGCCGTCAGCAGCCTCGGCGCCGACGCCCACTACGCCAAGTACGAC
GCGTGGCGAGTCGGCGACACGAAGCTGGACTGGTACGGCGGGCAGGGCGGCCAGGGCAGCTACATGGGGC
AGGCGGCCTCCGGTTCGCCGCTTGCCTGGACCACCAGCCAGGTCGGGGGCGCTGGACACCAGGATCTGAR
TACCTTTGGCGAACACTACTGGATGATTGACATGGAAATGGATTGCGGTCAGACTGAAGGCGGGTGGTTT
GAGCTCAAGGCCTTCCTGACCAACGCCGGGTCGGGCTGGGAAGCGGACATCAACCAGGTGAGCTCTTGCA
AGGGAAGCGCGGGAGGCTCCAAGCCCTACGCGTCGAACAACCACATGGGAAAGTGCGGCTTCCTCAATGT
CTTCGAGTTCTCGGGTTCCTCGTGCCAGATCGACGTTCTGCCCTGAGTCCGCTCTGAGCTCTTGGGGCGA
CGACGATGAAGGTGACGACGGCGGCGACGATGATGAAAAGACAGTGATGATAAGGATGACGATGAAGATG
ACGACGACGATGATGGGAAGACGATGGTGAGTGAAGACGACGGTGAAGATGATGATGAAAAGACAATG

] Lipasa

>KJ013599.1 Litopenaeus vannamei pancreatic lipase (PL) mRNA, complete cds

GATACCAGAACAAGAACACTGGTTGAGTGAACTCGCTCAATCTCTGAAAACTTCCAGATAAAGAAAAARAA
GTTTATCTTAGTCACTGTCTTTCTGTTCAGTATTTTCAAGGTTGTATAATTTGTTACGGTATAGGCTCTA
AGCAGACTTACTGACACTCCATGACGCGATACTCACTGAACTGAAACAATATTCGATCTTCCACTTTCAC
TGATTAATTCCGAGATTCGTTGTTGCATCCACGCCACTTTTCCATCCGCATCACGAACGGTTGAAGGCAT
CCAAAAAAGAACCAAGCGCGCAAGATGCCGGCCATCGGAGCAACGAAGGGGGCCGTGCTATTCCACCTCC
TGAACATAAACCTGCTGATGGACCTGGGCGCCCCGCCGCCCGACCCCGTCGCGAGCCCCGCCGTCTCATC
CAACGTGGAGGAAGTTTGCCACATTGTGTACGGCCAAAGGACTTGCTTCTCTATGACCGACCCTTGGTTC
TCTTCGTCACGTCCTGTGGTGAARGCGCCCATGTCRCCCGAGGAGCTTGGCACTTCCTTCACGCTCTTCA
CTCGCCTGAACGACACCTTTCCTGCGACCCTTGACCCCGGCGACCTCAACACCATCGTCAACGCGCCCTT
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CATCCCGGGAAAGCCCTTCAAGGTGGTCACGCACGGCTACCTCTCCTACGGCGCCGTCGGCTGGATARAG
ACGATGACGGGCGAGCTCCTCCGATCGGCCGACCAGAACGTGATCGTGGTGGACTGGGGCGTGGGCGCCA
GGCCTCCGTACACGCAGGCCGTGGCCAACATCCGCATGGTGGCCTCGCAGCTCGCCTACCTCATCTACCT
GTTCAATAAGTTCGCCGACGTCCCGGTCTCCTCCGTCCACCTCATCGGCCACAGCCTCGGCGCGCACATG
TCCGGCCACACGGGGACCTACCTCAAGAAAATCTACGGACTCACGCTGCCCCGAATCACCGGCCTGGACC
CCGCCGAGCCCTACTTCAACGACACCCACCCGGTGACCCGACTCGACACGACTGACGCCGACTTCGTTGA
CATCATCCACACCGACGACTCCCCAATCCTCGGCTTCCCGCTCAGCGTGGGCATGACGCAGCCCATCGGC
CACCTCGACTTCTTCCCCAACGGAGGACACAACCAGCCGGGCTGCATGGGTGACGTCAACTGCCAGCACC
GGCGCGCGATCACCTATTTCACGGAATCCATCAGGCAGTCTTGTCCCATGATAGGTGTTGCCTGCCCATC
ATACGGAGAGTTTATAGATGGTGACTGCTGGGGCTGTGACGACGAGCACCCTTGTTCCTACATGGGGTTG
GACGCCGCGCCTCTGCCCTCACAGCCAGAGCTCACCAAACTCTAT i SEeE - cccT
TCTGTGGCTACCACTACCGCGTGACTGTGGAATTCAGCAACTCCACTGAGGCTCAGGAGAAAATGGGGGA
crTroc SRS C CcGCAATAAGGACAAGTCGCCACCGATCAAGCTGTCTGAARAAA
TCGAAGTACTACGAAGCCGGCTCAGTGCACCGCCGTGTTATCCTGACCCACGACATCGGTGACCTGCAGA
CGATGGGCGTGACCCTCGAGTACCCAAGGTCAATCATGTCTTGGGTCCGCCTCGAARAGCCAACCTTCTT
CCTGGAATCCATCACCGTCGAGCCTCTCGGGGAAAACACGAAGTGGAAGTACTGCATGGCAGAACGCGTC
CAGAAGAGCGGCTACGAGTACATTCTTTCGTCAAAACAGTCGTGTTAAGTGCGTGAACCATAGTAAARAA
ARA

Tripsina

>X86369.1 P.vannamei mRNA for trypsin
CCATGAAGACCCTCATCCTCTGTGTGCTCCTTGCTGGAGCTTTTGCCGCCCCCTCCAGGAAGCCCACCTT
CCGCCGCGGTCTCAACAAGATCGTCGGAGGAACTGACGCCACTCCCGGAGAGCTGCCTTACCAGCTCAGT
TTCCAGGACATCTCCTTCGGCTTTGCCTGGCACTTCTGCGGCGCCTCCATCTACAACGAGAACTGGGCCA
TCTGCGCCGGCCACTGCGTCCAGGGCGAGGACATGAACAACCCCGATTACCTTCAGGTCGTTGCCGGAGA
ACTTAACCAGGATGTGGATGAGGGCACCGAGCAGACGGTCATCCTCTCCAAGATCATCCAACACGAGGAC
TACAACGGCTTCACCATCAGCAACGACATCTCCCTGCTCAAGCTGTCTCAGCCTCTGAGCTTCAATGACA
ACGTTCGCGCCATCGATATTCCCGCTCAGGGTCACGCTGCCTCTGGCGACTGCATCGTCTCCGGCTGGGG
CACCACCTCCGAGGGAGGAAGCACCCCCAGTGTCCTGCAGAAGGTGACCGTTCCCATCGTGTCTGACGAC
GAGTGTCGCGATGCTTATGGCCAGAGCGACATTGAGGACTCCATGATCTGTGCCGGAGTGCCCGAGGGCG
GCAAGGACTCGTGCCAGGGTGACTCTGGCGGCCCCCTTGCCTGCTCTGACACGGCCTCCACCTACCTGGC
CGGCATCGTGTCCTGGGGCTACGGCTGTGCCCGTCCCGGCTACCCTGGCGTGTACGCTGAGGTCTCCTAC
CATGTCGATTGGATTAAGGCCAATGCTGTTTAATCAAGTTGTTTAACATGTACTTACCTTGAAAGCAATA
AAGAAAAAAATATA

[] Quimotripsina

>X66415.1 P.vanameii mRNA for chymotrypsin 1

GGTAAACGGCGGGAGTAACTATGACTCTCTTAAGGTAGCCAAATGCCTCGTCATCTAATTAGTGACGCGC
ATGAATGGATTAACGAGATTCCCACTGTCCCTACCTACTATCTAGCGAACCCACAGGGCAGGTCGCCAGG
ATGATCGGAAAGCTCTCACTCCTCCTCGTCTGCGTCGCCGTCGCCAGCGGAAACCCCGCCGCGGGGAAGC
CATGGCACTGGAAGTCCCCGAAGCCCCTCGTGGACCCTCGCATCCACGTCAACGCCACGCCCCGCATCGT
GGGTGGCGTTGAGGCCACGCCACACTCGTGGCCCCACCAGGCGGCTCTCTTCATCGACGACATGTACTTC
TGCGGCCEIECCCICATCICCAGEEAGTGGGTCCTCACGGCCGCCCACTGCATGGACGGCGCCGGCTTCG
TCGAAGTGGTACTGGGCGCCCACAACATCCGCCAGAACGAAGCCAGCCAGGTCTCCATTACCTCCACCGA
CTTCHICACTCACEACARGTEEARG TCTTGGC TCCTCACCAACGACATTGCCCTCATCAGGCTGCCCAGC
CCCGTTTCACTCAACTCAAACATCAAGACCGTCAAGCTGCCTTCCAGTGATGTGTCTGTGGGAACCACCG
TCACGCCCACAGGCTGGGGCCGCCCTTCCGACTCTGCCAGCGGTATCTCCGACGTCCTCCGTCAGGTGAA
CGTGCCCGTCATGACCAACGCTGACTGCGACTCCGTGTACGGCATCGTCGGCGACGGCGTCGTCTGCATC
GACGGCACCGGCGGCAAGAGCACCTGCAACGGTGACTCCGGCGGCCCCCTCAACCTCAACGGCATGACCT
ACGGCATCACCTCCTTCGGTTCCTCGGCCGGCTGCGAGAAGGGCTACCCCGCCGCCTTCACCCGCGTCTA



71

CTACTACCTGGACTGGATCCAGCAGAAGACCGGCGTCACTCCCTGAGCGGCCTCACTTCGGCAGGAACCT
TCAGGACTGCTAAACACAGCGGCAGTCCTTGGGTCTCCTGAATAACTTATGACTGCTTTCCACTCTTAGA
AATAAATGAAAGAATTGGC

Catepsina

>X99730.1 P.vannamei mRNA for cathepsin L
AGAGCCCGCCGAGATGAAGTTCCTGACAGTGTTGGCTTGCGTCGTGGCCGCCGCCGTGGCCAGCCCCTCC
CTCCGCCAGCAATGGCGTGACTTCAAGGCTGAGCACGGCCGCCGCTACGCCAGCGTGCAGGAGGAGCGCT
ACCGCCTGTCGGTGTTCGAGCAGAACCAGCAGTTCATCGACGACCACAACGCCAGGTTCGAGAACGGCGA
GGTCACGTTCACGCTCCAGATGAACCAGTTCGGCGACATGACCTCCGAGGAGTTCACCGCCACCATGAAT
GGCTTCCTCAACGTTCCCAGCCGTCGGCCGACTGCGATCCTGAGAGCCGACCCCGACGAGACTCTCCCGA
AGGAGGTGGACTGGCGCACCAAGGGCGCCGTGACGCCCGTCAAGGACCAGAAGCAGTGCGGCTCCTGCTG
GGCCTTCTCCACGACCGGCTCCCTGGAGGGCCAGCACTTCCTGAAGGACGGCAAGCTGGTGAGCCTCTCA
GAGCAGAACCTCGTCGACTGCTCCGACAAGTTCGGCAACATGGGCTGCATGGGCGGCCTCATGGACCAGG
CCTTCCGCTACATCAAGGCCAACAAGGGCATCGACACCGAGGACTCCTACCCGTACGAGGCTCAGGACGG
TAAGTGTCGCTTCGACGCCTCCAACGTCGGCGCCACCGACACCGGCTACGTAGACGTCGAGCACGGCAGC
GAGAGCGCCCTCAAGAAGGCCGTGGCCACCATCGGCCCCATCTCCGTGGCCATCGACGCCTCCCAGCCGT
CCTTCCAGTTCTACCATGACGGCGTGTACTACGAGGAGGGCTGCTCGTCCACGATGCTGGACCACGGCGT
CCTGGCGGTGGGCTACGGCGAGACGGAGAAGGGCGAGGCCTACTGGCTGGTCAAGAACTCGTGGAACACC
TCCTGGGGCAACAAGGGCTACATCCAGATGTCGCGCGACAAGAAAAACAACTGCGGCATCGCCAGCCAGG
CTTCCTACCCGCTGGTCTAGCGAGTCCGGCTCCGCCGTCGCTGCGTCGCCAAAGATACCCGTTGCTGCGG
TCTAACTGTCAACAAAGAATTGGTTTTAAAGACCATTAGCATGAAGGTTTTGTTTATTTTCATCTGGAAT
ATCTAATGTTACACGAACTTATATCACTCGTGGAATAAAGATAATCACACGA
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