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El hombre es la especie mas insensata; venera a un
Dios invisible y masacra a una naturaleza visible, sin
saber que esta naturaleza que él masacra es ese Dios

invisible que él venera."

Hubert Reeves
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Resumen y Abstract XI

Resumen

Se evalud el efecto del alimento vivo enriquecido (rotifero Brachionus plicatilis) con siete
proporciones de proteinas y lipidos (P/L): 100/0, 90/10, 80/20, 70/30, 60/40, 50/50 y 40/60,
durante el desarrollo larval de la jaiba azul Callinectes sapidus. El contenido de lipidos
aumento significativamente de 100/0 a 40/60 (7,48 a 11,47 g 100 g™), al igual que la
energia (21,88 a 23,16 kJ g"), y aparentemente el contenido de proteinas no fue un factor
limitante (63,93 a 67,50 g 100 g"). Las dietas 50/50 y 40/60 evidenciaron las mejores
respuestas en todas las variables estudiadas. Se presentaron hasta ocho estadios de
zoea, y la metamorfosis a megalopa ocurrié desde la quinta muda, entre 49 a 57 dias. La
supervivencia fluctué entre 6 y 34 %, y el ciclo de muda fue haciéndose significativamente
mas corto de 100/0 a 40/60. Mediante RNA-seq se realizé un analisis transcriptémico de
novo entre el primer (inicial) y segundo estadio de zoea, para observar el efecto de dos
dietas con resultados opuestos durante el primer ensayo (80/20 y 40/60). En las rutas
metabdlicas relacionadas con la digestion y metabolismo de los nutrientes se identificaron
110 genes sobre-regulados en 40/60 vs inicial y 47 en 80/20 vs inicial. Las zoeas
alimentadas con el mayor contenido de lipidos (40/60) mejoraron los niveles de expresion
de los genes relacionados con este nutriente, influenciando el metabolismo de proteinas,
carbohidratos, y la expresion de genes del sistema digestivo y transporte y catabolismo
celular. Este estudio establece los cimientos basicos de dietas formuladas de composicion
bioguimica conocida, como suministro a las larvas de C. sapidus con el fin de optimizar y

parametrizar su cultivo.

Palabras clave: Callinectes sapidus, desarrollo larval, influencia de la dieta, metabolismo

de nutrientes, expresion génica.
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Abstract

Diet influence on larval development of blue crab Callinectes sapidus (Decapoda:
Brachyura). The effect of enriched live food (rotifer Brachionus plicatilis) with seven
proportions of proteins and lipids (P/L), was evaluated: 100/0, 90/10, 80/20, 70/30, 60/40,
50/50, and 40/60, during the larval development of the blue crab Callinectes sapidus. The
lipid content increased significantly from 100/0 to 40/60 (7.48 to 11.47 g 100 g"), as did the
energy (21.88 to 23.16 kJ g™'), while apparently, the protein content was not a limiting factor
(63.93 to 67.50 g 100 g'). The 50/50 and 40/60 diets showed the best responses in all
studied variables. Up to eight zoeal stages were present, and the metamorphosis to
megalopa occurred from the fifth moult, between 49 to 57 days. Survival fluctuated between
6 % and 34 %, and the molt cycle became significantly shorter from 100/0 to 40/60. Using
RNA-seq, a de novo transcriptomic analysis was performed between the first (initial) and
second instars of zoea to observe the effect of the two diets with opposite results during
the first trial (80/20 and 40/60). In the metabolic pathways related to digestion and
metabolism of nutrients, 110 overregulated genes were identified in 40/60 vs. initial and 47
in 80/20 vs. initial. The zoeas fed with the highest lipid content (40/60) improved the
expression levels of the genes related to this nutrient, influencing the metabolism of
proteins, carbohydrates, and the expression of genes of the digestive system, and of
transport and cellular catabolism. This study establishes the basic foundations of
formulated diets of known biochemical composition as supply to C. sapidus larvae to

optimize and parameterize their culture.

Keywords: Callinectes sapidus, larval development, influence of diet, nutrient metabolism,

gene expresssion.
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1.RELACION ENTRE LA CALIDAD
NUTRICIONAL DE LA DIETA Y EL
DESARROLLO LARVAL DE LA JAIBA AZUL
Callinectes sapidus

1.1 Resumen

Comprender la nutricion evaluando la composicién bioquimica del alimento suministrado y
su efecto en el crecimiento, es esencial para desarrollar dietas formuladas en especies
comercialmente importantes. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del alimento
vivo durante el desarrollo larval de Callinectes sapidus, mediante el enriquecimiento del
rotifero Brachionus plicatilis con siete proporciones escalonadas de dos productos,
Chlorella pyrenoidosa en polvo (Ch), y emulsion de S.presso (Spr), Ch/Spr: 100/0, 90/10,
80/20, 70/30, 60/40, 50/50 y 40/60. El enriquecimiento por 24 h varia la composicion
nutricional del rotifero, y afecta de manera significativa el desarrollo larval de la jaiba azul.
El contenido de lipidos suministrados aumenté significativamente de 100/0 a 40/60 (7,48 a
11,47 g 100 g"), al igual que la energia (21,88 a 23,16 kJ g''), aparentemente el contenido
de proteinas no fue un factor limitante (63,93 a 67,50 g 100 g"). Se presentaron hasta ocho
estadios de zoea, y la metamorfosis a megalopa (MG) ocurrioé entre la quinta y la octava
muda, entre los 49 a 57 dias. La supervivencia fluctu6 de 100/0 a 40/60 entre 6y 34 %. El
ciclo de muda fue haciéndose significativamente mas corto de 100/0 a 40/60, afectando su
patrén de comportamiento. Las variables peso, talla, factor de condicion (Kn) y obtencion
de MG aumentaron significativamente al aumentar el contenido de Spr en las dietas. Los
tratamientos 50/50 y 40/60 evidenciaron las mejores respuestas en todos los parametros
poblacionales estudiados, presentandose una correlacién moderadamente fuerte entre el

contenido nutricional de lipidos, cenizas y energia de las dietas y el desarrollo larval de la
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jaiba azul. Nuestros datos revelan que el suministro de nutrientes mediante el

enriquecimiento escalonado Ch/Spr de B. plicatilis, probablemente afectan el estado

nutricional de las larvas de C. sapidus e influencian la plasticidad fenotipica durante su
desarrollo larval.

Palabras clave: Jaiba azul, Callinectes sapidus, desarrollo larval, alimentacién, dietas
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1.2 Introduccion

Los requerimientos nutricionales de los organismos varian a través de su ciclo de vida, en
larvicultura estos empiezan cuando la larva es capaz de recibir alimento exégeno. Para la
gran mayoria de especies acuicolas, este proceso se inicia al suministrarles alimento vivo,
comunmente compuesto por rotiferos del género Brachionus y crustaceos como la Artemia,
que a su vez, son alimentados con cultivos de microalgas de los géneros Tetraselmis,
Nannochloropsis, o Isochrysis (Romero-Romero y Yufera, 2012; Ferreira et al., 2018;
Begum et al., 2021; Fu et al., 2021), y en algunos casos Chlorella, Chaetoceros,
Thalassiosira o Pavlova (Lucia-Pavon et al., 2001; Rehberg-Haas et al., 2015; Guarizo et
al., 2020), aunque su mantenimiento es costoso, especialmente para cultivos extensivos.
Para mejorar la calidad nutricional del alimento vivo , también se emplean productos
comerciales o se buscan nuevas fuentes de nutrientes, aplicando variadas técnicas, tasas
de alimentacion y tiempos en sus procedimientos de enriquecimiento (Agh y Sorgeloos,
2005; Romero-Romero y Yufera, 2012; Li y Olsen, 2015; Ferreira et al., 2018).

Los procesos de enriquecimiento del alimento vivo suministran a este con emulsiones de
aceites ricos en acidos grasos altamente insaturados, conocidos como HUFA (por sus
siglas en inglés para Highly Unsaturated Fatty Acids) (Kurmaly et al., 1989; Rodriguez et
al., 1996; Estudillo-del Castillo et al., 2009; Haché y Plante, 2011; Li y Olsen, 2015; Li et
al., 2015a; Waqalevu et al., 2019), o fuentes proteicas provenientes de algas congeladas,
en polvo o pasta, probidticos, vitaminas y minerales (Hamre et al., 2008; Srivastava et al.,
2011; Nordgreen et al., 2013; Dhert et al., 2014; Le et al., 2017; Wang et al., 2019; Fu et
al., 2021; Khoa et al., 2021). Dependiendo de las necesidades nutricionales que se deseen
cubrir, estos componentes mejoran los perfiles nutricionales del alimento vivo
encapsulandolo en su cuerpo, y de esta manera se pueden suministrar a las larvas y

juveniles de peces y crustaceos durante el cultivo larvario.

Los enriquecedores SELCO (Self Emulsifying Concentrates), elaborados por la compafiia
INVE Aquaculture, tienen una alta composicion de HUFA que conlleva a elevadas
concentraciones de acidos araquidonico - ARA, docosahexaenoico — DHA, vy

eicosapentaenoico — EPA (Dhert et al., 2001). Productos como Culture Selco®, Selco
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S.presso®, DHA Culture Selco®, entre otros, han sido examinados en los cultivos de
alimento vivo de rotiferos (Abu-Rezq et al., 2002; Park y Brown, 2004; Li y Olsen, 2015;
Begum et al., 2021), y Artemia (Lakshmanasenthil et al., 2013; Asadpour-Ousalou, 2014;
Khudyi et al., 2017; Nieves-Soto et al., 2021), produciendo perfiles de acidos grasos
estables, comparables a los encontrados en el zooplancton silvestre, y mejores a los que
se pueden lograr con mezclas de microalgas, ademas de mantener el contenido nutricional
en sus cuerpos por periodos de tiempo mas largos. De esta manera, los rotiferos y las
artemias enriquecidas se han suministrado como alimento vivo, para estudiar los
requerimientos nutricionales en estadios larvales de crustaceos como langostas de las
especies Jasus edwardsii y Panulirus homarus (Nelson et al., 2004; Chakraborty et al.,
2010), los cangrejos Scyla serrata y S. paramamosain (Davis, 2003; Nghia et al., 2007), el
camaron Litopenaeus vannamei (Mahmoud et al., 2018), y el misido Mysidopsis almyra
(Domingues et al., 2001), los resultados indican que el tipo y la concentracion de

enriqguecedores del alimento vivo, pueden mejorar la respuesta productiva.

Al igual que las emulsiones de aceites, también existen en el mercado varias especies de
microalgas, las cuales se comercializan en forma de pasta, polvo o extracto. El género
Chlorella, a pesar de ser una microalga de agua dulce, es muy usado en el cultivo de
especies marinas por su alto contenido proteico, B-carotenos, clorofila, antioxidantes,
minerales y otros nutrientes esenciales, que son similares a la composicién de la microalga
marina Nannochloropsis. Las especies de Chlorella mas comunmente usadas en los
procesos de enriquecimiento son C. pyrenoidosa, C. vulgaris, y recientemente C.
minutissima (Maruyama et al., 1997; Ashraf et al., 2011; Raja et al., 2018; Arguelles, 2021).
En el enriquecimiento de rotiferos, estas permiten obtener altos niveles de produccion,
ademas de mejorar sus contenidos nutricionales, esto los hace aptos para ser
suministrados a los organismos de cultivo (Maruyama e Hirayama, 1993; Maruyama et al.,
1997; Lucia-Pavén et al.,, 2001; Kobayashi et al., 2008; Mostary et al., 2010). En
crustaceos, el género Chlorella se usa ampliamente en criaderos de postlarvas de
camarones Macrobrachium rosembergi (Radhakrishnan et al., 2014; Maliwat et al., 2017,
2020), Litopennaeus vannamei (Palm et al., 2015), Streptocephalus proboscideus (De
Walsche et al., 1991), y hasta en especies ornamentales como Branchinella thailandensis
(Chaoruangrit et al., 2018).
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En braquiuros, los estudios de enriquecimiento nutricional se han enfocado en evaluar la
cantidad de los lipidos suministrados, asi como en el efecto de los productos utilizados
sobre la composicion bioquimica del alimento vivo o de las especies evaluadas. Existen
registros que datan de 1975, donde durante el desarrollo larval del cangrejo
Rhithropanopeus harrisii se estudié la variacion en la composicién de lipidos, proteinas y
enzimas digestivas al alimentarse con nauplios de Artemia (Frank et al., 1975). En larvas
recién eclosionadas de P. pelagicus, Sesarma cinereumy S. reticulatum, se ha observado
cémo los lipidos de los tejidos son usados como fuente energética principal, al ser
sometidas a periodos prolongados de inanicion (Staton y Sulkin, 1991; Wu et al., 2017). El
cangrejo de lodo (género Scylla), que incluye las especies S. serrata, S. olivacea, S.
tranquebarica'y S. paramamosain, conforma un grupo muy estudiado de especies de gran
importancia comercial, en cuanto a requerimientos nutricionales de larvas y juveniles se
refiere (Waiho et al., 2018), algunos estudios en estas especies resaltan la importancia de
los aminoacidos esenciales y no esenciales, asi como las concentraciones de HUFA, DHA,
EPA, ARA vy fosfolipidos en el alimento vivo, para mejorar la supervivencia y la sincronia
de las mudas (Suprayudi et al., 2004, 2012; Nghia et al., 2007).

Recientemente en Menipe nodifrons y Callinectes danae se evaluaron diferentes
combinaciones de microalgas rotiferos y artemias para su levante en condiciones de
laboratorio, sin especificar sus contenidos nutricionales (Guarizo et al., 2020). En juveniles
de Portunus trituberculatus se ha ensayado el nivel de inclusion de lipidos n-3 HUFA
proveniente de aceite de pescado, kril y linaza, para la preparacion de microdietas (Yuan
et al., 2021). Las ultimas investigaciones realizadas en los requerimientos nutricionales de
larvas y juveniles del cangrejo Eriocheir sinensis, recomiendan inclusiones de proteina del
43 % (Liu et al., 2021a), entre 2.89 y 2.85 % de fosfatidilcolina (Lin et al., 2021), y 4825 a
5918 IU kg™ de vitamina D3 (Liu et al., 2021b). Los estudios indican que el uso de dietas
formuladas, frente a modelos generalizados producen mejores tasas de crecimiento,
procesos de absorcion mas eficientes y mejora en la respuesta inmune (Han et al., 2021;
Jiang et al., 2021).

La jaiba azul Callinectes sapidus Rathbun, 1896, es un crustaceo decapodo del infraorden
brachyura, cuyo interés como especie acuicola ha venido incrementandose en las ultimas

décadas (Williams y Primavera, 2001; Donnelly, 2009; Daly et al., 2020; Nita y Nenciu,
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2021), debido a la fuerte sobre explotacion pesquera a la que se encuentra sometida a
nivel mundial (FAO, 2020; Francis et al., 2021). Actualmente, se estan desarrollando
técnicas de cultivo como alternativas de conservacion, ya sea para repoblar las zonas
afectadas con larvas obtenidas en laboratorio, o para la produccion controlada en sistemas
cerrados, (Williams, 2007; Aguilar et al., 2008; Bell et al., 2008; Plough, 2017; Flowers et
al., 2018; Spitznagel et al., 2019; Waycott, 2019; Daly et al., 2020; Gulf Coast Research
Laboratory, 2021; Seary et al., 2021). Los intentos iniciales de cultivo de C. sapidus, datan
desde 1882 (Brooks, 1882; Churchill, 1942), sin lograr pasar del tercer estadio de zoea. A
partir de 1959, se identificaron entre siete a ocho estadios de zoea y uno de megalopa
(Costlow y Bookhout, 1959b). Asi mismo, se establecieron los protocolos de alimentacion,
determinando que la primera zoea no puede sobrevivir al ser alimentada unicamente con
microalgas (Costlow y Bookhout, 1959a, 1959b; Rust y Carlson, 1960). Sulkin (1975),
resaltd la importancia de los lipidos en la dieta, recalcando que las artemias (30 % peso
seco), y los huevos de poliquetos (20% peso seco), contenian de dos a tres veces mas
grasas que los rotiferos (8 - 9 % peso seco). Muchos afios después, se evalué el efecto de
la calidad de la dieta en la fisiologia de las larvas y se determind que el contenido de n-3
HUFA al enriquecer los rotiferos y artemias con SELCO en su dieta, afectdé positivamente
los procesos fisioldgicos de respiracion, crecimiento, excreciéon y tasas de crecimiento,
pero no se especificaron los porcentajes de insercion usados (Pletl, 1992). Algunos pocos
trabajos se han realizado en juveniles, estudiando los niveles de inclusion de celulosa y
quitina, determinando que con 20% de uno o ambos ingredientes, se obtienen mejores
crecimientos (Allman et al., 2017). Asi mismo, mediante la composicién de is6topos
estables (C y N) se pudo establecer que el contenido de aminoacidos esta directamente

relacionado con el contenido proteico de la dieta suministrada (Fantle et al., 1999).

Si bien se han obtenido resultados satisfactorios en el cultivo larvario de la jaiba azul en
condiciones controladas (Zmora et al., 2005; Bembe et al., 2017; Maurer et al., 2017), poco
se sabe sobre sus requerimientos nutricionales. La disponibilidad de nutrientes esenciales
y su metabolismo, ejerceran un gran impacto en el desarrollo ontogénico, y si algun acido
graso o aminoacido esencial no esta presente en las concentraciones adecuadas en la
dieta, se observara un crecimiento lento, asincronia en el ciclo de muda y mayor mortalidad
durante el desarrollo larval (Costlow, 1965; Sulkin, 1978; Felgenhauer et al., 1989; Jones
et al., 1997b; Carter, 2015; Wang et al., 2019; Codabaccus et al., 2020). Es por ello que el
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objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de dietas enriquecidas durante el
desarrollo larvario de Callinectes sapidus desde su eclosién (zoea 1), hasta el estadio de
megalopa. Se utilizd el rotifero Brachionus plicatilis enriqueciéndolo por 24 h con siete
dietas compuestas por una mezcla de Chlorella pyrenoidosa en polvo - Ch (Holistic Herbal
Solutions®) y emulsidon de S.presso - Spr (Selco®, Inve Aquaculture), en diferentes
proporciones (Ch/Spr), con el fin de determinar su efecto en la supervivencia, duracion del
ciclo larval, ciclos de muda y obtencion de megalopas. La informacion generada ayudara
a profundizar el conocimiento de la nutricion larvaria de C. sapidus, y de manera practica
permitira orientar la formulacién de dietas que provean los requerimientos nutricionales

necesarios para producir larvas en condiciones controladas.
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1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Diseno e implementacion del laboratorio de acuicultura -
AcuilLab

Los experimentos se realizaron en el laboratorio Acuilab de la Universidad Jorge Tadeo
Lozano, Sede Santa Marta. El laboratorio es una estructura rectangular de concreto de un

piso y de 55,9 m? de area, disefiada especificamente para esta investigacion (Figura 1 -

1).
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Figura 1 - 1: Disefio de zonas de uso por areas de trabajo (a), y esquema general final de
distribucion de espacios en el AcuiLab (b).
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El laboratorio cuenta con un sistema principal de tuberias primarias para abastecer de agua
y aire toda el area, y sistemas secundarios en diferentes puntos con acceso a tanques,
canaletas, filtro biolégico, cultivo de rotiferos, laboratorio de microalgas, zonas para
enriquecimiento, aclimatacion, y montaje de ensayos (Figura 1 - 2). Ademas, se instalaron
equipos como nevera, bombas para la recirculacion del agua, lamparas de luz ultravioleta,
osmosis inversa para purificar el agua, aireador o blower, filtros de cartucho de 1y 20 um
y un desproteinizador o skimmer para la filtracion de micro y macroparticulas (Figura 1 -
2).

Figura 1 - 2: Montajes detallados en el AcuiLab. Tuberias primarias y secundarias (a), area
de reproductores de jaiba azul (b), cultivo de rotiferos (c), zona para desarrollo de ensayos
de larvicultura (d), filtro bioldgico (e), luces ultravioletas (f), desproteinizador o skimmer (g),
zona de enriquecimiento (h), laboratorio de microalgas (i, j), equipo de osmosis inversa y
filtros de cartucho (k), aireadores o blowers (I).
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1.3.2 Recoleccién, transporte, aclimatacion de hembras y
obtencion de larvas

Los especimenes fueron recolectados en la Boca de la Barra de la Ciénaga Grande de
Santa Marta (CGSM), revisando las nasas puestas por los pescadores. Se seleccionaron
hembras con una talla minima de captura = 11,6 cm de ancho de caparazén (Rueda et al.,
2015), cuya masa ovigera presentara un color amarillo a naranja claro, indicador de las
primeras fases de desarrollo embrionario (Hill et al., 1989). En cada salida se seleccionaron
de cuatro a seis hembras, ubicandolas en cavas plasticas para su transporte al laboratorio,
usando agua de mar artificial (Premium Reef Salt Omega One®), ajustada a la salinidad y
temperatura a la cual eran recolectadas (Figura 1 - 3a). Una vez en el AcuiLab, dentro de
las cavas se colocaron varios puntos de aeracién vigorosa, esperando de tres a cuatro
horas que la temperatura del agua se ajustara a la del laboratorio (27 + 1 °C), para
trasladarlas a recipientes plasticos individuales de 10 L en las canaletas, con aeracién

permanente (Figura 1 - 3b).

Figura 1 - 3: Seleccion y recoleccion de hembras ovadas jaiba azul Callinectes sapidus en
la Ciénaga Grande de Santa Marta (a), y aclimatacién en el AcuiLab hasta la obtencién de
larvas (b).

Cada dia de por medio se realizaron ajustes de aumento o disminucién de dos partes a la
salinidad del agua, recambiando entre el 70 a 80 % en cada recipiente, hasta llegar a una
salinidad de 30, recomendado para el desarrollo larval de la especie (Costlow y Bookhout,
1959a; Sulkin et al., 1976; Zmora et al., 2005; Bembe et al., 2017; Maurer et al., 2017). En
casos en que la salinidad fue ajustada rapidamente, recambios del 50 % continuaron cada
dia de por medio para mantener la buena calidad del agua. A partir del segundo dia de
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aclimatacion, se inicio el suministro de dieta hUimeda a saciedad, una vez al dia, con anillos

de calamar.

Las hembras fueron mantenidas a una temperatura entre 25-27 °C, oxigeno a saturacion
(2 5 mg L") y fotoperiodo de 12 horas luz: 12 horas oscuridad. Este proceso tuvo una
duracién de cinco a once dias, dependiendo de la salinidad de recoleccion, y el estado de
madurez de la masa ovigera, la cual iba cambiando de amarilla a negra, debido a la
absorcion del vitelo y al desarrollo del pigmento oscuro en los ojos de los embriones (Hill
et al., 1989). Una vez ocurrida la eclosion, la hembra se trasladé a otro recipiente con agua
en iguales condiciones fisicoquimicas, dejando las larvas en el recipiente para el desarrollo

de los ensayos (Figura 1 - 3b).

1.3.3 Manejo del alimento vivo

= Cultivo de microalgas

La cepa de Nannochloropsis sp., fue cultivada en lotes o batch, en recipientes de
volumenes escalonados (10, 250 mL, 3 y 15 L), cosechados en su totalidad cuando se
encontraban en fase exponencial de crecimiento, para luego usarse como inéculos en
volumenes mayores. Fueron mantenidas a 20 £ 1°C, salinidad de 30, fotoperiodo 24:0 (luz:
oscuridad), y aeracion constante a partir de los 250 mL. Se sembraron en medio de cultivo
(agua de mar filtrada con nutrientes), utilizando F/2 de Guillard (Lavens y Sorgeloos, 1996;
Ospina-Salazar et al., 2011), y agua de mar artificial (Premium Reef Salt Omega One®),
para volumenes de 10 y 250 mL. A partir de los 3 L se us6é agua de mar natural filtrada con
Kent Marine (Pro-Culture®), y para 15 L un medio con urea, triple-15, complejo B y

Neurobion® (Figura 1 - 4a).

= Cultivo de rotiferos

Los rotiferos (Brachionus plicatilis) fueron donados por el Departamento de Ciencias
Acuicolas de la Universidad de Cérdoba. El cultivo base se mantuvo con una dieta viva
compuesta por microalgas (Nannochloropsis sp.), una mezcla de levadura seca (Instant
Success®) y Chlorella pyrenoidosa en polvo (Holistic Herbal Solutions®), en proporciones

de 90 % y 10 % respectivamente, y aceite de higado de bacalao (Emulsién de Scott®). La
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cantidad de alimento para la mezcla se calculé usando una tasa de alimentacion de 0,5 g
de preparado x 10° rot., y se homogenizé diariamente en la licuadora con agua dulce
filtrada (1 L). La emulsion de Scott se diluyd por separado, mezclando diariamente 40 mL
en una jarra con 4 L de agua dulce filtrada. Ambas mezclas permanecieron refrigeradas.
Diariamente en las horas de la mafiana se adicionaban microalgas para mantener un color
verde claro en el agua, mientras que las mezclas se proporcionaban en dos raciones, una

al medio dia y otra al anochecer (Figura 1 - 4b).

Figura 1 - 4: Cultivo de alimento vivo en el AcuiLab. Microalgas Nannochloropsis sp. (a), y
rotiferos Brachionus plicatilis (b).

La siembra inicial se efectuaba diariamente con un inéculo de 5 L, a una densidad de 100
a 200 rot.-mL". A medida que aumentaba la poblacién del tanque, el volumen también lo
hacia, diariamente se adicionaban microalgas a una concentracion aproximada de 2 x 10*
cél.-mL" (Acosta y Gomez-Leon, 2013), agua a 30 de salinidad y las mezclas descritas
anteriormente. El cultivo base se mantuvo en seis botellones invertidos de 15 L, con
aeracion vigorosa, 24 h de iluminacién, temperatura de 27 + 1 °C, y 30 de salinidad. Los
tanques se sembraron progresivamente en diferentes dias de la semana, para mantener
una produccién constante, que se cosechaba en su totalidad después de cuatro o cinco
dias, obteniendo densidades que oscilaron entre 500 a 2000 rot. mL™". Al final del ciclo, los

tanques, mangueras y piedras eran lavados, para iniciar nuevamente el proceso.
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1.3.4 Preparacion del alimento vivo enriquecido y analisis de su
contenido nutricional

Se prepararon siete dietas experimentales, realizando mezclas de dos ingredientes usados
a nivel comercial para el enriquecimiento del alimento vivo: 1) Chlorella pyrenoidosa en
polvo (Holistic Herbal Solutions®) - Ch, como fuente de proteina y 2) Emulsion de S.presso
- Spr (Selco®, Inve Aquaculture), como principal fuente de lipidos. El tratamiento testigo
(Control), estuvo compuesto unicamente de Ch (100/0), para los otros seis se combinaron
los dos ingredientes en diferentes proporciones Ch/Spr: 90/10, 80/20, 70/30, 60/40, 50/50
y 40/60.

Los rotiferos fueron extraidos de los cultivos base, para realizar el proceso de
enriquecimiento; para ello, se cosechd una cantidad determinada de organismos en un
tamiz de 50 pm, se enjuagaron varias veces y se depositaron en varios recipientes con
agua limpia filtrada a la misma salinidad y condiciones de cultivo descritas anteriormente.
El enriquecimiento se realizé en periodos de 24 h. La tasa de alimentacién usada fue 2 g
de dieta x 10° rot., distribuida en cuatro raciones diarias (3y 7 pm, 7 y 11 am). Pasado el
tiempo de enriquecimiento, los rotiferos fueron nuevamente cosechados y lavados para su
uso, ya fuese como alimento para larvas de jaiba azul o para el desarrollo de los analisis

nutricionales.

Durante el desarrollo de los ensayos con larvas de C. sapidus, diariamente se cosecharon
de dos a tres millones de rotiferos del cultivo base y se transfirieron a 14 botellas cénicas
de 1,5 L que contenian 500 mL de agua de mar filtrada, para sembrar una densidad

aproximada de 300 a 500 rot. mL™" en cada botella, usando dos botellas por dieta.

Para los analisis del contenido de nutrientes, diariamente, y dependiendo de la tasa de
crecimiento del cultivo base de rotiferos, se sembraron tanques de 120 L a una densidad
de 200 rot. mL™", 24 h después de su enriquecimiento, se enjuagaron con agua destilada
para eliminar el exceso de sal y alimento, se tamizaron (50 um), y recolectaron en cajas de
Petri. Las muestras se secaron en estufa a 105 °C por 12 h (A.O.A.C., 2000),

depositandolas en recipientes plasticos almacenados en congelador a —20 °C, hasta
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acumular una cantidad representativa de cada dieta (5 gr por triplicado aproximadamente),
y luego fueron liofilizadas (Equipo Labconco Free Zone 4.5) y almacenadas hasta
efectuarse los analisis de nutrientes. Todo el proceso de enriquecimiento y recoleccién de

harinas fue ejecutado durante seis meses.

Los analisis del alimento vivo enriquecido se realizaron en el laboratorio de analisis quimico
y bromatolégico de la Universidad nacional de Colombia, sede Medellin. En todas las
dietas se trabajo por triplicado. Para la proteina se us6 la técnica de Kjeldalh, digiriendo la
muestra en acido sulfurico, la mezcla digerida se neutralizé y destild con una base, el
destilado se recogié en una solucién de acido bdrico, y los aniones del borato se titularon
con acido clorhidrico para conocer el contenido de nitrégeno (A.O.A.C., 1984; Olvera et al.,
1993). Los lipidos se determinaron mediante el método Soxhlet (Equipo Velp Scientifica
SER 148); las grasas contenidas en la muestra se extrajeron con éter de petroleo, para ser
evaluadas como porcentaje del peso seco, luego de evaporarse el solvente (A.O.A.C.,
2000). Las cenizas se calcularon por calcinacién a 550 °C en una mufla por 12 h para
obtener al final el contenido de minerales totales de la muestra (A.O.A.C., 1984; Olvera et
al., 1993). Los carbohidratos se estimaron mediante el método colorimétrico de DuBois, en
una reaccion de fenol y acido sulfurico para determinacion de azucares y sus metil-
derivados, oligosacaridos y polisacaridos (DuBois et al., 1956). El valor calérico bruto se
obtuvo por bomba calorimétrica (Equipo lka-Werke C 2000 basic), mediante la combustién

de la muestra en atmdésfera de oxigeno (A.O.A.C., 2005).

1.3.5 Desarrollo del experimento

Las larvas de C. sapidus se obtuvieron de hembras ovadas recolectadas en la Ciénaga
Grande de Santa Marta en diferentes épocas del afio, siguiendo el proceso de aclimatacion
y obtencion de larvas descrito anteriormente. Fueron evaluados por separado cuatro
nacimientos, correspondientes a cuatro hembras diferentes, y cada uno fue identificado
mediante taxonomia molecular (jError! No se encuentra el origen de la referencia.. De
cada nacimiento, antes de iniciar se recolecté una cantidad de larvas suficientes para que
fueron deshidratadas en estufa a 105 °C por 12 h (A.O.A.C., 2000) para su posterior

analisis bromatoldgico.
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Al eclosionar las larvas, la hembra fue extraida del recipiente de 10 L, instalando dos
puntos de aeracion suave y adicionando Nannochloropsis sp. a una densidad aproximada
de 20.000 a 50.000 cél. mL™" (Cortes y Tsuzuki, 2012; Acosta y Gomez-Ledn, 2013; Shan
y Lin, 2014), ya que se ha establecido que el uso de “agua verde” mejora el desarrollo y
crecimiento de las larvas de peces y crustaceos (Wolcott y O’connor, 1992; Soyel y Kumlu,
2003; Guarizo et al., 2020; Muangyao et al., 2020). Se realizaron 10 conteos (1 mL)
aleatorios de larvas en placas Bogorov, fijandolas con lugol, determinando la densidad y
cantidad total de organismos eclosionados por la hembra. Para todos los ensayos se uso
agua de mar artificial (Premium Reef Salt Omega One®), a 30 de salinidad, filtrada y
esterilizada en autoclave, afiadiendo cloranfenicol (10 mg L), como tratamiento
profilactico preventivo recomendado para evitar infecciones en las larvas de C. sapidus
(Sulkin y Van Heukelem, 1986).

Durante la fase de aclimatacion, el lote de larvas se distribuy6 en 14 recipientes de 3 L
(dos por dieta), a una densidad aproximada de 30 larvas mL", en 1 L de agua limpia con
microalgas (Nannochloropsis sp.), para iniciar la alimentacion con los rotiferos
enriquecidos de cada dieta a una densidad de ~ 300 rot. mL". Las larvas fueron mantenidas
de esta manera por cuatro dias, con aeracion suave, a 27 + 1 °C, y fotoperiodo 10:14
(luz:oscuridad). Diariamente en las horas de la mafana (7:30 am) se agregaron las
microalgas, y en las horas de la tarde (3 pm) los rotiferos de la respectiva dieta. Durante
el tiempo de aclimatacion cada dia de por medio se realizaron recambios del 90% del agua,

con el fin de remover el exceso de microalgas, rotiferos y larvas muertas.

Al quinto dia, las larvas fueron sembradas de manera individual en microplacas
transparentes de cultivo de tejidos de 24 pozos, con 1 mL de agua de mar. El disefio
experimental consté de siete tratamientos (alimento enriquecido Ch/Spr), cada uno con 72
réplicas (cada larva en su respectivo pozo representd una réplica), para un total de 504
unidades experimentales por ensayo. Las microplacas fueron colocadas en un lugar
tranquilo, a fotoperiodo 10:14 (luz: oscuridad) y temperatura del laboratorio de 27 + 1 °C.
Diariamente, entre las 7 am y las 3 pm, las placas fueron revisadas en un estereoscopio
(aumento 10x), para registrar mortalidad o presencia de mudas en los pozos. Asi mismo,
en las horas de la tarde (4 a 6 pm), las larvas se alimentaron con la dieta respectiva en

cada pozo, con la ayuda de un gotero plastico y de acuerdo a las especificaciones de la
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Tabla 1 - 1, adicionando también una gota diaria de microalgas (Nannochloropsis sp.)
durante los primeros 10 dias del ensayo. Los recambios de agua se realizaron cada dia de
por medio, las larvas se trasladando cuidadosamente a nuevas microplacas con agua de
mar limpia mar. Los ensayos terminaron cuando la ultima larva alcanzé el estadio de

megalopa (MG) o murio.

Se obtuvieron datos de mortalidad diaria y total, dias de ocurrencia de las mudas, niumero
de mudas por larva hasta alcanzar el estadio MG, registros de megalopas vivas y
megalopas que murieron en el proceso final de muda. Cada MG fue medida y pesada, las
mediciones se hicieron en estereoscoépico (Software NIS- Elements Br - Nikon), registrando
la longitud total (distancia desde la base del rostrum a la punta lateral del telson) (Hopkins,
1944; Stuck et al., 2009; Mantelatto et al., 2014); el peso se determiné en una balanza
analitica (Precisa 321), para lo cual previamente se removio delicadamente el exceso de

humedad con papel absorbente.

Tabla 1 - 1. Densidad y tamafo del alimento vivo enriquecido suministrado durante el
desarrollo larval de la jaiba azul Callinectes sapidus desde su eclosion hasta megalopa. El
alimento consistio en rotiferos Brachionus plicatilis enriquecidos por 24 h con siete dietas,
compuestas por Chlorella pyrenoidosa en polvo - Ch (Holistic Herbal Solutions®) vy
emulsion de S.presso - Spr (Selco®, Inve Aquaculture), en diferentes proporciones
(Ch/Spr).

Recipiente de Volumen de Dias después de Tamaiio Densidad
cultivo agua la eclosion rotiferos (um)* (rot. mL"")

Tanques plasticos de 1a25L 0 '.4 (Fasle, de <120 ~300
3L aclimatacion)
Microplacas de 24 1 mL 5-15 <200 ~60
pozos
Microplacas de 24 1 mL 16 — 30 > 200 ~80
pozos
Microplacas de 24 2 mL 31 -Muda a > 200 ~100
pozos megalopa

* El tamario de los rotiferos se seleccioné por medio de su filtrado por tamices de diferente ojo de
malla.

Con los datos obtenidos en cada tratamiento se realizaron los siguientes calculos: 1)
Supervivencia final y durante el desarrollo larval (Supervivencia % = No. Final de
larvas/numero inicial de larvas x 100) (Hosain et al., 2021); 2) duracion del ciclo larval hasta

MG (No. dias); 3) peso (mg) y talla (um) de MG; 4) factor de condicion Le Cren (Kn) en MG
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(Kn=W/Wc, W= peso observado de la larva en una determinada talla; Wc= peso esperado
en la misma talla, calculado a partir de una regresion de peso y talla de todos los
tratamientos agrupados) (Le Cren, 1951; Lloret et al., 2013); 5) porcentaje de larvas (%)
que completaron su ciclo de muda (MG vivas y muertas) y larvas que no completaron el
ciclo de muda; 6) porcentaje de MG (%) obtenidas en cada muda; 7) porcentaje de larvas
(%) que pasaron a cada muda; 8) patron de tendencia de ocurrencia de las mudas (dias)
a lo largo del desarrollo larval (valor promedio, maximo y minimo) y; 9) duracion del ciclo
inter-mudas durante el desarrollo larval hasta MG (dia final — dia inicial en que se presento

una misma muda).

1.3.6 Analisis estadistico

Se realizaron ANOVAS a una via con los datos de supervivencia final (%), y valor promedio
de duracion de cada muda. Se analizaron mediante ANOVAS a dos vias los datos de tallas
de MG (um), y Kn (factor 1 fijo: dietas; factor 2 aleatorio: nacimientos), asi como la duracion
del ciclo de mudas (factor 1 fijo: dietas; factor 2 fijo: duracion de las mudas). Se utilizé la
prueba de diferencia minima significativa de Fisher (LSD) para comparaciones post-hoc
entre tratamientos. Para el contenido nutricional del alimento vivo enriquecido (rotiferos),
se ejecutaron ANOVAS a una via con proteina cruda, lipidos totales y carbohidratos, y la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con los contenidos de cenizas y energia,
empleando el test de Bonferroni para comparaciones pos-hoc entre las dietas. Las
muestras fueron analizadas por triplicado, siendo cada réplica el producto de recolecciones

multiples cada dos meses aproximadamente, de nacimientos de rotiferos.

El peso de las megalopas (mg), duracion del ciclo larval (dias), , y porcentaje de megalopas
obtenidas en cada muda (%), se evaluaron mediante el test no paramétrico de bloques de
Friedman (dietas como variable categorica y nacimientos como bloque), cuando se
presentaron diferencias significativas (P < 0,05), se realizo el test de Conover para pruebas

post-hoc en el programa RStudio version 1.3.1093.

Finalmente se realizaron andlisis de correlacién de Pearson y regresiones lineales simples

entre todos los componentes nutricionales del alimento vivo enriquecido (proteinas, lipidos,
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carbohidratos, cenizas y energia), y las variables poblacionales de las larvas de C. sapidus
supervivencia, duracién del ciclo larval, y peso, talla y Kn de MG. Todos los analisis se
ejecutaron en el programa Statgraphics version 18, verificando inicialmente los supuestos
de normalidad de los residuos del modelo y homogeneidad de varianza entre tratamientos,
0 combinaciones de tratamientos para ANOVA a dos vias por prueba de Barlett (Zar, 2010),

usando un nivel de significancia de P < 0,05 para todas las pruebas.
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1.4 Resultados

1.4.1 Supervivencia y duracion del ciclo larval

La supervivencia y duracién del ciclo larval fueron influenciadas significativamente por el
tipo de dieta suministrada. En general, se observdé que a medida que se aumento el
contenido de S.presso (lipidos) en la dieta, mejoré la supervivencia y se redujo la duracion
del ciclo larval de C. sapidus (Tabla 1 - 2; Figura 1 - 5). Los porcentajes mas altos de
supervivencia de las megalopas (29 a 34 %), se obtuvieron en las dietas 50/50 y 40/60
respectivamente; mientras que en 100/0, 90/10 y 80/20 fueron significativamente mas
bajos (P < 0,05), oscilando entre 6 al 11 %. La duracion del ciclo larval mostr6 una
tendencia similar, en las dietas 40/60, 50/50 y 60/40 oscilé entre 49 y 52 dias; mientras
que en el resto de los tratamientos fue significativamente mas largo (P < 0,05), finalizando
entre 55 a 57 dias (Tabla 1 - 2).

Tabla 1 - 2: Supervivencia final y duracion del ciclo larval de Callinectes sapidus,
alimentadas con Brachionus plicatilis enriquecidos por 24 h con siete dietas experimentales
compuestas por Chlorella pyrenoidosa en polvo (Ch) y emulsion de S.presso (Spr), en
diferentes proporciones (Ch/Spr). Los valores son expresados como el promedio + E.S. de
cuatro nacimientos. Letras distintas en una columna indican diferencias significativas (P <
0,05).

Alimento enriquecido Supervivencia Duracioén del ciclo larval

(Ch/Spr) final (%)* (promedio de dias)**
100/0 6,7 £ 1,8° 55,8 + 6,320
90/10 58+ 1,7° 56,0 + 6,2abc
80/20 10,6 £ 3,4 57,0 + 6,120
70/30 16,0 £ 3,02 55,3 + 4,8abc
60/40 20,5 £ 5,4ab 50,5 £ 3,1bcd
50/50 28,8 + 9,42 51,5 + 6,4
40/60 33,7 +£12,02 48,8 £ 5,7¢

*ANOVA a una via y prueba a-posteriori LSD. ** Prueba de Friedman y prueba
a-posteriori Conover.

Durante los primeros 13 dias, la pendiente de mortalidad fue marcada en todos los
tratamientos, la poblacion de zoeas disminuy6é entre 45 a 57 %, posteriormente la

supervivencia se mantuvo con pocos cambios hasta los 43 a 46 dias (Figura 1 - 5).
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Figura 1 - 5: Supervivencia (%) durante el desarrollo larval de Callinectes sapidus, desde
la eclosion a megalopa, alimentadas con Brachionus plicatilis enriquecidos por 24 h con
siete dietas experimentales, compuestas por Chlorella pyrenoidosa en polvo (Ch), y
emulsion de S.presso (Spr), en diferentes proporciones (Ch/Spr). Los valores se expresan
como el promedio de cuatro nacimientos. El final de la curva indica el momento en que las
larvas alcanzaron la fase de megalopa.

1.4.2 Ciclo de muda

Unicamente del 55 al 68 % de las zoeas lograron superar la primera muda (M1). A partir
de este punto, la mortalidad fue mucho menos marcada, disminuyendo paulatinamente de
un 14 a 27 % a través de las metamorfosis hasta llegar a M5 (Figura 1 - 6). Entre M5 y M8,
diferentes proporciones de larvas alcanzaron la fase final a megalopa en los tratamientos
evaluados; por ende, los cambios en estos porcentajes no sélo se deben a la mortalidad,

sino a que también algunas jaibas habian completado el desarrollo larvario (Figura 1 - 6).

De la primera a la cuarta muda, el tiempo promedio de muda fue similar entre las dietas,
la primera muda (M1) se present6 en promedio 7,90 £ 0,11 dias después de la eclosion,
mientras que M2, M3 y M4 ocurrieron entre los 12,48 + 0,08, 17,29 £ 0,26, y 21,91 £ 0,43

34



dias respectivamente. A partir de M5 se empiezan a observar mayores diferenciaciones
entre las dietas (Figura 1 - 7). El tiempo en el cual ocurrieron las mudas M6, M7 y M8 se
incrementé notablemente en los tratamientos 100/0, 90/10, 80/20 y 70/30, los cuales

alcanzaron periodos de 10 a 15 dias (Figura 1 - 7).

100 -
90
80 -
70
60
50 o

40 -+

Porcentaje de larvas (%)
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Alimento enriquecido (Ch/Spr)
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Figura 1 - 6: Porcentaje de larvas de Callinectes sapidus que pasaron a cada muda, desde
su eclosion hasta alcanzar el estadio final de megalopa, al ser alimentadas con rotiferos
Brachionus plicatilis enriquecidos por 24 h con siete dietas experimentales compuestas por
Chlorella pyrenoidosa en polvo (Ch) y emulsion de S.presso (Spr), en diferentes
proporciones (Ch/Spr). Las flechas en cada dieta indican las mudas en las cuales se
obtuvieron megalopas Los valores son expresados como el promedio de cuatro
nacimientos.

Al analizar la duracion de cada muda (intervalo de tiempo en que se presenta una misma
muda en cada tratamiento), se observo que, en los primeros estadios, las larvas mudaron
en periodos mas cortos de tiempo, pero éste fue incrementandose hasta M7, y volvio a
disminuir en la ultima muda (M8). Aunque esta tendencia se observo en todas las dietas,
los intervalos de tiempo fueron significativamente mas cortos (P < 0,05) en 40/60, seguidos
por 50/50, 60/40 y 70/30. Las dietas 100/0, 90/10 y 80/20 presentaron intervalos de tiempo

significativamente mas largos (P < 0,05) (Tabla 1 - 3).
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Figura 1 - 7: Patron de comportamiento de los dias en que se presentaron las mudas
(promedio (=), intervalo entre maximo y minimo), durante el desarrollo larval de Callinectes
sapidus desde su eclosion hasta alcanzar el estadio final de megalopa, alimentadas con
rotiferos Brachionus plicatilis enriquecidos por 24 h con siete dietas experimentales
compuestas por Chlorella pyrenoidosa en polvo (Ch) y emulsion de S.presso (Spr), en
diferentes proporciones (Ch/Spr). Los corchetes indican las mudas en las cuales se
obtuvieron megalopas. Los valores son expresados como el promedio de cuatro
nacimientos. No se presentaron diferencias significativas en los valores promedio de
duracién de cada muda entre dietas (ANOVA a una via para cada muda).

1.4.3 Obtencién de megalopas (MG)

La fase de megalopa (MG) fue alcanzada entre las mudas M5 y M8. En los tratamientos
60/40, 50/50 y 40/60 se registraron después de M5, aunque en porcentajes bajos (1,1 a
1,4 %), en el resto, s6lo se observaron después de M6. Considerando todos los
tratamientos, la fase MG se alcanzé principalmente entre M7 (38,5 a 73,7 %), y M8 (21,1
a 45.5 %). Al comparar los porcentajes de MG obtenidos en cada muda, no se presentaron

diferencias significativas entre las dietas (P > 0.05) (Figura 1 - 8).
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Tabla 1 - 3: Duracion del ciclo de mudas (dia final — dia inicial en que se presenta la muda
en un mismo tratamiento), durante el desarrollo larval de Callinectes sapidus, alimentadas
con Brachionus plicatilis enriquecidos por 24 h con siete dietas experimentales compuestas
por Chlorella pyrenoidosa en polvo (Ch) y emulsién de S.presso (Spr), en diferentes
proporciones (Ch/Spr). Los promedios provienen de cuatro diferentes nacimientos. Letras
distintas entre dietas indican diferencias significativas (P < 0,05, ANOVA a dos vias y
prueba a-posteriori LSD).

Alimento enriquecido (Ch/Spr)
Mudas
100/02  90/10%  80/20%*  70/30°° 60/40¢  50/50°°  40/60¢
M1 3,23 3,36 2,18 3,19 2,75 3,37 2,37
M2 3,29 3,85 2,19 1,81 2,23 2,65 1,72
M3 4,51 3,01 1,46 1,56 1,99 2,86 1,44
M4 4,88 4,75 2,91 2,87 2,90 3,23 1,76
M5 6,24 6,68 6,46 4,03 4,90 5,31 2,92
M6 11,60 11,50 10,84 5,53 7,66 8,23 4,87
M7 12,11 15,30 12,89 10,92 9,41 9,02 7,91
M8 11,00 12,29 13,64 10,45 6,55 5,90 3,00
100 - 43,12 32,12 31,62 21,1 45,5 37,1 32,6
90 A
80 -
3 64,8 @ 73,72 56,8 @
= 70 A 49,2¢
2 38,5
2 60
. 54,22 57,92
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[
el
T 40
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20 A 12,4 be
14,9
9,1 bc
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Figura 1 - 8: Porcentaje de megalopas de Callinectes sapidus obtenidas en cada muda
(M5, M6, M7, M8), al ser alimentadas con rotiferos Brachionus plicatilis enriquecidos por
24 h con siete dietas experimentales compuestas por Chlorella pyrenoidosa en polvo (Ch)
y emulsion de S.presso (Spr), en diferentes proporciones (Ch/Spr). Los valores son
expresados como el promedio de cuatro nacimientos. No se presentaron diferencias
significativas entre las dietas con respecto a los porcentajes de MG obtenidos en cada
muda (P > 0.05). Letras distintas indican diferencias significativas entre mudas (P < 0,05)
de una misma dieta. Prueba de Friedman y prueba a-posteriori Conover.

37

oM8



En la Figura 1 - 9 se detalla la proporcion (%) de MG vivas y muertas (MGv/MGm)
obtenidas en cada tratamiento. En la dieta 90/10 mas del 50% de las MG murieron durante
el proceso de muda, entre 100/0 a 60/40 oscilaron entre 35 a 22 %, siendo mas bajos entre
50/50 y 40/60 (11y 7 % respectivamente).
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Figura 1 - 9: Proporcién de larvas que completaron su ciclo a megalopas (vivas y muertas),
durante el desarrollo larval de Callinectes sapidus, al ser alimentadas con rotiferos
Brachionus plicatilis enriquecidos por 24 h con siete dietas experimentales compuestas por
Chlorella pyrenoidosa en polvo (Ch) y emulsion de S.presso (Spr), en diferentes
proporciones (Ch/Spr). Los valores son expresados como el promedio de cuatro
nacimientos.

Considerando todas las dietas, el peso oscilé entre 0,72 y 1,33 mg, las tallas entre 2.632 y
2.927 uym y el factor de condicion (Kn) de 0,83 a 1,16. Las MG que recibieron los rotiferos
enriquecidos con las relaciones Ch/Spr de 40/60 y 50/50, presentaron los valores mas altos
en peso, talla y Kn (P < 0,05); mientras que los valores mas bajos correspondieron al
tratamiento 100/0 (Tabla 1 - 4). La relaciéon peso-talla evidencia que las MG que recibieron

los rotiferos enriquecidos con la dieta 100/0 tuvieron la menor talla y el menor peso,
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mientras que en las dietas 50/50 y 40/60 se observaron los mejores resultados (Figura 1 -
10).
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Figura 1 - 10: Relacion entre la talla (um) y el peso (mg) de larvas megalopa de Callinectes
sapidus, alimentadas con rotiferos Brachionus plicatilis enriquecidos por 24 h con siete
dietas experimentales compuestas por Chlorella pyrenoidosa en polvo (Ch) y emulsién de
S.presso (Spr), en diferentes proporciones (Ch/Spr). Los valores son expresados como el
promedio £ E.S de cuatro nacimientos.

Al parecer, el peso se incrementé mas rapidamente que la talla a medida que aumenté la
concentracion de S.preso (Spr) en el alimento enriquecido (Figura 1 - 10); esta progresion
se mantuvo en todas las dietas, a excepcion de 70/30 y 60/40. En la primera, las MG
obtuvieron tallas similares a 100/0, pero pesos significativamente mayores (P < 0,05); la
segunda, se ubico intermedia entre 90/10 y 80/20, con tallas similares, pero un peso
significativamente mayor (P < 0,05) que 90/10 (Tabla 1 - 4; Figura 1 - 10).

Las MG con mayor peso correspondieron a las dietas 60/40, 50/50 y 40/60; en estos
tratamientos se registraron valores de 1,08 a 1,33 mg. Respecto a las tallas, la tendencia

no fue muy clara, los valores estuvieron entre 2632 y 2926 um, aunque si hubo diferencias
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entre los tratamientos. Por otro lado, al comparar el factor de condicion, éste indica

claramente que los mejores tratamientos fueron 50/50 y 60/40 (Tabla 1 - 4).

Tabla 1 - 4: Variables de crecimiento de larvas megalopa de Callinectes sapidus,
alimentadas con Brachionus plicatilis enriquecidos por 24 h con siete dietas experimentales
compuestas por Chlorella pyrenoidosa en polvo (Ch) y emulsion de S.presso (Spr), en
diferentes proporciones (Ch/Spr). Los valores son expresados como el promedio + E.S. de
cuatro nacimientos. Letras distintas en una columna, indican diferencias significativas (P <
0,05).

Alimento

. . Peso megalopas Talla megalopas Factor de
enriquecido * . icién (Kn)*
(ChiSpr) (mg) (um) condicién (Kn)

100/0 0,72 + 0,06¢ 2.632,0 + 88,8¢ 0,83 +0,11¢
90/10 0,92 + 0,07¢ 2.833,5 + 134,42 0,88 + 0,10¢¢
80/20 1,02 £ 0,05 2.876,9 + 105,62 0,97 + 0,08¢b¢
70/30 0,96 + 0,08¢<¢ 2.769,8 + 120,8¢c 0,92 +0,13°
60/40 1,08 + 0,15b¢ 2.832,0 £ 104,02° 0,93 +0,11°
50/50 1,29 + 0,072 2.900,2 + 115,92 1,11+ 0,112
40/60 1,33 + 0,052 2.926,6 + 118,52 1,16 + 0,122

*Prueba de Friedman y prueba a-posteriori Conover. **ANOVA a dos vias y prueba a-
posteriori LSD.

1.4.4 Composicidn nutricional de las larvas, alimento vivo
enriquecido y su correlacion con las variables poblacionales
de C. sapidus

Se realizaron Unicamente analisis bioquimicos del contenido de proteinas, lipidos y cenizas
de los cuatro lotes de larvas de C. sapidus usados para cada ensayo, ya que la cantidad
de muestra no fue suficiente para determinar azucares totales y valor calorifico bruto. Los
contenidos de proteina de los lotes de larvas usados para los ensayos al momento de
nacer y antes de recibir cualquier alimentacién fueron similares, variando entre 50 y 63 g
100 g'. Por su parte, el contenido de lipidos presentd una gran variacion entre los lotes,

cercana al 80%, mientras que las cenizas variaron un 26 % (Tabla 1 - 5).

El contenido proteico en las dietas oscilé entre 63,93 y 67,50 g 100 g, siendo
significativamente mas bajo en 90/10 (P < 0,05). El mayor contenido de lipidos se observo
en los tratamientos 50/50 y 40/60, disminuyendo paulatina y significativamente (P < 0,05)
desde 60/40 hasta 100/0 (Tabla 1 - 6). En la dieta 50/50 los carbohidratos fueron

significativamente mas altos (1,38 g 100 g') que en el resto (P < 0,05), mientras que en

40



60/40 fueron significativamente menores (0,81 g 100 g'). Las cenizas fueron
significativamente mayores (P < 0,05) en los tratamientos con menor inclusion de Spr. El
valor energético mas alto se registro en 60/40 (23,38 kJ g'), el cual fue significativamente
mayor (P < 0,05) que 100/0 (Tabla 1 - 6).

Tabla 1 - 5: Composicién nutricional de larvas recién nacidas de Callinectes sapidus antes
de iniciar los ensayos de alimentacion.

Nacimientos

N1 N2 N3 N2 Promedio CV (%)
Proteina cruda
(g 100 g) 52,50 63,00 50,00 58,80 56,08+ 5,92 10,61
Lipidos totales
(g 100 g™ 1,49 7,72 1,57 4,07 3,71+2.93 78,98
Cenizas
(g 100 g 30,71 19,05 35,43 23,91 27,28 £+ 7,24 26,54

El coeficiente de correlacion reflejo una nexo muy débil y no significativo para los
contenidos de proteinas y carbohidratos de las dietas, y un nivel de asociacion
moderadamente fuerte de los lipidos, cenizas y energia, en relacién con las variables
poblacionales evaluadas (Tabla 1 - 7). En los lipidos hay correlaciones positivas (= 0,81),
y significativas (P < 0,05) para todas las variables, a excepcion de la duracion del ciclo
larval (DCL), y los valores de R? oscilaron entre 51 y 84% (Tabla 1 - 7). El contenido de
cenizas se correlaciond negativamente y de manera significativa (P < 0,05) para todas las
variables, con excepcion de DCL en donde fue positiva, pero no significativa. Finalmente,
la energia se correlaciond positivamente (R? 46 a 84 %) con todas las variables, a
excepcion de DCL donde fue negativa (-0,80, R?=63,53); y fue significativa (P < 0,05) con
supervivencia, DCL, talla y obtencion de MG (Tabla 1 - 7).
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Tabla 1 - 6: Composicion nutricional de Brachionus plicatilis enriquecidos por 24 h con siete dietas, compuestas por Chlorella
pyrenoidosa en polvo (Ch) y emulsion de S.presso (Spr), en diferentes proporciones (Ch/Spr). Los valores son expresados como
el promedio + D.E. de tres réplicas. Letras distintas en una fila indican diferencias significativas (P < 0,05).

Alimento enriquecido (Ch/Spr)
100/0 90/10 80/20 70/30 60/40 50/50 40/60
Proteina cruda* 66,93 + 1,622 63,93 £ 0,67¢ 66,27 +0,60®® 66,90 + 0,20%> 67,50 £ 0,40° 65,90 + 0,44> 67,10 + 0,562°
(g 100g7)

Lipidos totales* 748+0,20° 8,80+0,269 10,10+0,20c 10,24 +0,13¢ 11,07 £0,03* 11,47 +0,312 11,30 + 0,122
(g 100 g")

Carbohidratos* 1,05+ 0,046 0,95+ 0,03 1,00+0,04¢ 0,91+0,08¢ 0,81+0,11¢  1,38+0,052 0,95+ 0,11bc
(g 100 g7)

Cenizas** 9,28+0,012 8,63+0,07® 7,74+0,302> 7,64+0,022 7,84+0,19%t  7,02+0,24> 6,90 + 0,04
(g 100 g7)

Energia** 21,88+ 0,04 2246 +0,00®® 22,61+ 0,040 2267 +0,082> 2338+0,099 23,06+0,150 2316+0,15%
(kJ g7)

*ANOVA a una via y prueba a-posteriori LSD. ** Prueba de Kruskal-Wallis y prueba a-posteriori Bonferroni.
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Tabla 1 - 7: Analisis de correlacion y de determinacion entre los componentes nutricionales de Brachionus plicatilis y las variables
poblacionales de larvas de Callinectes sapidus. Coeficiente de correlacion de Pearson (r). Coeficiente de determinacién (R?),
de regresion lineal simple. Significatividad de las pruebas (P-valor), las correlaciones y determinaciones significativas (P < 0,05)
van en negrilla y subrayadas. Todas las variables presentaron distribucion normal.

Proteina cruda Lipidos totales Carbohidratos Cenizas Energia
(g 100 g™) (g100g™) (g 100 g™) (g100g™) (kJ g)
Variables
poblacionales
de C. sapidus —_ = —_ = —_ = —_ = —_ =
g . 82 &5 g 58 _ g 58 _ g & _ g &
2 E x E 2 E x E 2 E

gzre”'venc'a 042 1736 035 085 73,02 001 027 707 056 -08 77,16 001 079 6247 0,03
Duracion del
ciclo larval 044 1940 032 -072 5138 007 -004 013 094 065 4214 011 -0,80 63,53 0,03
(dias)
m:*g)abpas PESO  h00 078 085 084 71,18 002 034 1150 046 -0,91 8358 000 074 5426 0,06
m‘:}lg)abpa“a"a 016 268 073 083 6812 002 016 252 073 -084 7024 002 077 5959 0,04
Megalopas
factor de 016 270 2,70 081 6564 003 041 1655 037 -091 8229 000 068 46,03 0,09

condicion (Kn)
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1.5 Discusion

El presente estudio, es uno de los primeros en relacionar el desarrollo larval de Callinectes
sapidus con la composicién nutricional del alimento vivo (Brachionus plicatilis), al ser
enriquecidos progresivamente con diferentes porcentajes de proteinas vy lipidos, usando
Chilorella pyrenoidosa en polvo - Ch (Holistic Herbal Solutions®) como fuente de proteina,
y emulsién de S.presso — Spr (Selco®, Inve Aquaculture), como principal fuente de lipidos.
En la mayoria de los casos, a medida que la proporcién de Ch disminuye, y la de Spr
aumentan (Ch/Spr), las variables poblacionales evaluadas fueron mejores. Los
tratamientos 40/60 y 50/50, evidenciaron las mejores respuestas en términos de
supervivencia, duracién del ciclo larval, variables de crecimiento de las megalopas (MG) y
ciclo de muda. Los coeficientes de correlacion indicaron que existe una relacion entre el
contenido nutricional de los lipidos, cenizas y energia de las dietas y el desarrollo larval de

la jaiba azul.

1.5.1 Supervivencia y duracién del ciclo larval

Tanto la supervivencia como la duracion del ciclo larval se vieron influenciados por el tipo
de dieta. Los valores finales de supervivencia fluctuaron progresivamente entre 6 al 34 %,
de 100/0 hasta 40/60 (Ch/Spr), evidenciando una correlacion significativamente fuerte con
el contenido de lipidos. Estos porcentajes son similares a los encontrados por otros
autores, partiendo de las bajas supervivencias (1-8 %) de Costlow y Bookhout (1959a,
1959 b) al ser los primeros en lograr completar el desarrollo larval de C. sapidus hasta MG,
hasta los ultimos trabajos reportados para la especie (Bacab et al., 2002; Zmora et al.,
2005; Stuck et al., 2009; Maurer et al., 2017), oscilando entre el 19 al 64 % (Tabla 1 - 8).
Por su parte, la duracién del ciclo larval desde la eclosion hasta conseguir el estadio de
MG (49-57 dias), tiende a ser mas largo (> 55 dias), en las dietas 100/0 a 70/30, las cuales
tienen un contenido significativamente menor de lipidos, y mas corto (< 51 dias) para el
resto de tratamientos (60/40, 50/50 y 40/60). En desarrollos larvales reportados para C.
sapidus los resultados también son muy variables (Tabla 1 - 8), las primeras MG pueden
ser obtenidas desde los 26 dias después de la eclosion (Stuck et al., 2009), hasta los 65
(Maurer et al., 2017).
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Tabla 1 - 8: Condiciones de cultivo para el levante de larvas de Callinectes sapidus en laboratorio. Se incluyen solo los trabajos que

lograron completar el desarrollo larval hasta megalopa (MG).

F Duracion No. Mudas
T (°C)" s? 3 Dieta Enriquecimiento S (%)*  ciclo larval estadio 5 Referencia
(L:0) . aMG
(dias) S zoea
C. pyrenoidosa Presente
27 30 10:14 Brachionus plicatilis (polvo) + 6-34 49-57 8 5-8 .
estudio
S.presso
Larvas de erizo + (Costlow y
23-26  23-27 NR® . . NR' 1-8 30-39 8 7-8 Bookhout,
Nauplios Artemia
1959a)
. (Costlow y
20-30 12'25 12:12 'r:;"l:’aﬁos j;emg'zo T NR 1-8 31-49 8 7-8  Bookhout,
P 1959b)
) Larvas de erizo + (Costlow,
25 30 14:10 Nauplios Artemia NR NR NR 8 6-8 1965)
Combinaciones
(7dietas): Protozoos + I. galbana
25 30 14 offeros*lavasde M. luther 17-29 52 8 7-8  (Sulkin, 1975)
erizo + Larvas Dunaliella sp.
polichaetos + Naupios Mezclas
Artemia
~ B. plicatilis (Z1-22) :
1519 30 11(;27‘?_) B. plicatilis + Nauplios NR 22.5-30 30-53 7 6-7 (12‘;'2;” et al,
' Artemia (Z2-MG)
B. plicatilis + Nauplios
Artemia (D1) D1: 6-50 D1:50-58 D1:7-8 .
NR NR NR B piicatilis + Larvas R D2:35-60  D2:40-55 8 D2: 67  (Sulkin, 1978)

polichaetos (D2)
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E Duracién No. Mudas

T (°C)" s? (L:0)? Dieta Enriquecimiento S (%)*  ciclo larval estadio 2 MG® Referencia
) (dias) s zoea
B. plicatilis (Z1-Z5) +
245 2735 NR  Nauplios Artemia (z5- T.chui 25 27-35 6 NR  (Dacab et al.
28 2002)
MG)
B. pllgat|lls (Z1-28)' I. galbana +
Nauplios de Artemia Nannochloropsis (Zmora et al
22 30 NR (Z3-28) P 30 27 8 - v
) . . sp. + T. tetrathele 2005)
Artemia enriquecida + C. aracilis
(Z5-MG) -9
B. plicatilis (Z1-Z2)
25 30 12112 B. plicatilis + Nauplios NR 18-5-445  26-59 9 6-9 (2%%’;)" et al,
Artemia (Z2-MG)
B. plicatilis (Z1-Z3)
B. plicatilis + Nauplios .
21-23 30 12112 Artemia (Z4-Z6) ;Vaf?;‘;héﬁc Zps’s 38-64 40.3-65 8 58 %’f;’;er ot al,
Nauplios Artemia (Z6- P
MG)

' Temperatura. 2 Salinidad. 2 Fotoperiodo (luz:oscuridad). 4 Supervivencia. > No. mudas para lograr el estadio de MG. ¢ No se reporta.
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La variabilidad de resultados en la especie obedece a una plasticidad morfoldgica durante
su desarrollo larval, la cual se ve influenciada por la manera en que los individuos
interactuan con el medio ambiente (Miner et al., 2005). Poco se sabe a cerca de la
variabilidad intra-especifica de una poblacion o entre poblaciones separadas de muchos
crustaceos decapodos. El conocimiento de la plasticidad fenotipica y la divergencia
genética es de suma importancia para entender las adaptaciones evolutivas y especiacion
(Anger, 2001, 2006). En este caso nos referimos a larvas cultivadas en laboratorio, que
provienen de hembras ovadas recolectadas del medio natural, con adaptaciones
ecologicas y fisiologicas especificas de la regién. En los estudios reportados, la
procedencia de las larvas, sumada a factores como temperatura, salinidad, fotoperiodo,
tanques de cultivo y dieta suministrada, entre otros, conllevan a diferentes tipos de

respuestas en condiciones de cultivo (Tabla 1 - 8).

Los primeros 13 dias después de la eclosién (DDE) reflejan el mayor evento de mortalidad
durante el desarrollo larval de C. sapidus, ocasionando la muerte de por lo menos 43 % de
las larvas durante la primera y segunda muda, sin observarse ninguna diferenciacion entre
los tratamientos. Este mismo comportamiento ha sido reportado para la especie durante
los dos a tres primeros estadios de zoea (Z1 a Z3), entre los 6-16 DDE (Costlow y
Bookhout, 1959a; Costlow, 1967; Sulkin et al., 1976; Bacab et al., 2002), con porcentajes
de mortalidad del 30-95 %. Eventos de mortalidad de este tipo pueden estar asociados a
la poca habilidad que las larvas tienen para detectar, capturar y consumir sus presas,
ocasionandoles periodos de inanicidon que pueden ser criticos (Staton y Sulkin, 1991;
Gimenez y Anger, 2005; Wu et al., 2017). Cuando este tiempo excede un limite, las larvas
pierden su capacidad de recobrarse del estrés nutricional y este punto es llamado “Punto
de no Retorno” (PNR) (Anger y Dawirs, 1981; Anger, 1987),

Al nacer, en algunas especies de camarones y cangrejos, los nutrientes remanentes del
vitelo son suficientes para un periodo de desarrollo lecitotréfico de unos pocos estadios
larvales, pero la mayoria de decapodos requieren alimento desde el momento de la
eclosion (Anger, 2001). Cuando las larvas de C. sapidus eclosionan, ya han consumido
45-61 % de lipidos y 35-100 % de las proteinas que tenian disponibles inicialmente (Amsler

y George, 1984; Li et al., 2012). En este experimento el alimento se suministré 2-3 h
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después de su recoleccion, pero es probable que la eclosidon haya ocurrido en la
madrugada, como es comun en la especie (Epifanio, 2019; Almeida et al., 2021), pudiendo
generar periodos de inanicion mas prolongados, Aunque estudios de este tipo no han sido
desarrollados para C. sapidus, en otros braquiuros el PNR varia ampliamente (Anger y
Dawirs, 1981; Staton y Sulkin, 1991; Gimenez y Anger, 2005; Wu et al., 2006), en especies
muy sensibles como Portunus pelagicus las primeras zoeas no sobreviven mas de 3.87
dias (Wu et al., 2017), mientras que Hyas araneus puede sobrevivir y desarrollarse aun
después de 12 dias sin haber consumido alimento (Anger y Dawirs, 1981). Pasado el PNR,
aunque la larva sea alimentada, puede sobrevivir por periodos extendidos de tiempo, pero
pierde su capacidad de desarrollarse normalmente, y esta condenada a morir sin mudar,

o después de unas pocas mudas (Anger et al., 1981; Anger, 2001).

Se recomienda una densidad ~50 rot. mL™" para alimentar los primeros seis estadios de
zoea de C. sapidus, con el fin de que la comida sea abundante y se evite un gasto
energético adicional para capturar la presa si la densidad es menor (Maurer et al., 2017).
Aunque la cantidad de alimento no pudo ser un factor limitante para la supervivencia, ya
que las larvas se alimentaron a saciedad (~60 a 100 rot. mL"), si lo pudo ser su
comportamiento de caza. Al inicio de cada ensayo, fue necesario remover muchos rotiferos
sobrantes, para poder alimentar con lotes recién enriquecidos, pero después de la tercera
muda (M3), su consumo aumentd considerablemente. Se ha observado en los primeros
estadios larvales de varios decapodos que las larvas no muestran un verdadero
comportamiento de caza, las zoeas baten rapidamente sus maxilipedos para nadar y
generar corrientes que le permitan encuentros fortuitos con posibles presas y de esa
manera se alimentan (Moller, 1978; Schembri, 1982; Kurmaly et al., 1990; Lee y Meyers,
1997; Epelbaum y Borisov, 2006; Caracappa y Munroe, 2018; Almeida et al., 2021), en
estos casos la supervivencia esta sujeta en gran medida a una densidad de presa

apropiada (Epelbaum y Borisov, 2006).

Mientras que la captura de alimento de las larvas obedece a un encuentro fortuito, la
ingestion parece depender de sefales quimicas. Algunos ensayos en adultos han
demostrado que C. sapidus es muy sensible a estimulos olfativos que le permiten

facilmente localizar y seleccionar a sus presas (Weissburg y Zimmer-Faust, 1991, 1993,
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1994; Keller et al., 2003; Aggio et al., 2012), pero a diferencia de los adultos, las larvas
responden a un espectro mas amplio de quimio-atrayentes y estimuladores de la
alimentacion que les permiten explotar posibles nuevos recursos de alimento, las
sustancias que generan una reaccion particular, son a menudo componentes organicos
dominantes en el tejido de las presas que usualmente la especie consume (Weissburg y
Zimmer-Faust, 1991; Lee y Meyers, 1997; Williams, 2007), en Macrobrachium rosembergii
se ha demostrado como las postlarvas utilizan los sentidos visuales, quimicos y tactiles
para la localizacién y captura de su alimento (Moller, 1978), sin embargo se requieren
estudios especificos con el fin de comprender como estos mecanismos se desarrollan,

integran y perfeccionan a lo largo del desarrollo larval de C. sapidus.

Todos los factores anteriormente mencionados, afectan la ingesta de alimento de las
larvas, especialmente durante las primeras etapas de vida, sometiéndolas a periodos de
inanicidén que podran ser criticos o no, dependiendo de las reservas energéticas iniciales.
Aunque las larvas recién eclosionadas de braquiuros posean algunas habilidades
quimiorreceptoras (Weissburg y Zimmer-Faust, 1991), es solo a medida que crecen, que
la suma de los mecanismos locomotores, visuales y quimiorreceptores mejoraran frente a
estimulos alimenticios (Moller, 1978; Weissburg y Zimmer-Faust, 1993; Waiho et al., 2018),
afectando consecuentemente la supervivencia, especialmente durante los primeros DDE

como se discutié anteriormente.

1.5.2 Ciclo de muda

Aunque el ciclo de muda se encuentre controlado principalmente por el sistema endocrino
desde los primeros estadios larvales y aun desde estadios embrionarios tardios (McCarthy,
1979; Angery Spindler, 1987; Chung, 2010; Chang y Mykles, 2011; Snyder y Chang, 2016;
Webster y Dircksen, 2016), se ha comprobado que factores externos como temperatura,
salinidad, nutricion o quimica del agua también condicionan su regulacion (Anger, 2001).
Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que el ciclo de muda también es
influenciado por el contenido nutricional de las dietas, haciéndolo mas largo si la dieta es

inadecuada (Figura 1 - 11).
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ALIMENTO ENRIQUECIDO (Ch/Spr)

Tiempo (dias)

v | [m2] [ms] [ma] N HN B (]

Mudas:

I l |Fina|izaci6n delciclo larval |

Figura 1 - 11: Linea de tiempo para el ciclo de muda en todos los estadios larvarios de Callinectes sapidus al ser alimentadas con
rotiferos Brachionus plicatilis enriquecidos por 24 h con siete dietas experimentales compuestas por Chlorella pyrenoidosa en polvo
(Ch) y emulsion de S.presso (Spr), en diferentes proporciones (Ch/Spr). Los valores son expresados como el promedio en dias de
cuatro nacimientos.
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En parrafos anteriores, ya se ha discutido cémo la privacion de alimento durante las etapas
iniciales puede afectar la supervivencia y el desarrollo de las larvas (PNR). Sin embargo, los
efectos de inanicion temporales también deben tenerse en cuenta. Desde el periodo tardio de
premuda, las larvas dejan de alimentarse hasta la postmuda temprana, donde no sélo la cuticula
de sus apéndices para cazar es muy blanda, sino que también el intestino anterior y molino
gastrico son muy suaves para garantizar una maceracion eficaz del alimento (Anger, 2001;
Lemos y Weissman, 2020). Por ende, la larva solo cuenta con un determinado tiempo entre la
postmuda tardia, intermuda y premuda tempranada para alimentarse, lo que equivale en varias
larvas de decapodos a un tercio o la mitad que dura todo un estadio especifico (Anger, 1983,
1987). Durante este periodo, las larvas deben acumular suficiente materia organica o reservas
energéticas para alcanzar el Punto de Saturacién de la Reserva (PSR), en el cual la larva se
vuelve independiente del alimento y puede completar satisfactoriamente el resto de su ciclo de
muda (Anger, 1983, 2001; Gore, 1985). EIl PSR ha sido utilizado como indicador de la
vulnerabilidad nutricional en estadios larvales de varias especies de decapodos, incluyendo
algunos braquiuros (Anger y Dawirs, 1981; Anger, 1987; Anger yd Spindler, 1987), pero no ha

sido reportado para larvas de C. sapidus.

En este estudio en particular, mas del 55 % de las zoeas logré sobrevivir el primer evento de
muda (M1), el cual ocurre entre los primeros 7 a 9 DDE. Luego, en mayor o menor medida, los
contenidos nutricionales del alimento suministrado le permitieron a C. sapidus mudar y pasar por
los subsecuentes estadios con pocas pérdidas de larvas hasta M5, como se observa en las
graficas de supervivencia y porcentaje de larvas que pasaron a cada muda. Para que la primera
muda se presentara, se pueden suponer dos cosas: 1) Que las larvas aun podrian contener
suficientes reservas de vitelo, alcanzando su PSR antes de eclosionar o mudar, como ocurre con
otras larvas de decapodos (Gore, 1985; Anger, 1987; Anger y Spindler, 1987), o 2) Que estas
iniciaron la alimentacién exégena a tiempo, sobrepasando exitosamente su PNR. Para lograr las
subsiguientes mudas (M2 a MG), necesariamente tuvieron que depender de la disponibilidad de
nutrientes ofrecidos en las dietas, y como la cantidad de rotiferos no fue una limitante, dicha
dependencia estuvo directamente relacionada con la calidad nutricional del alimento

suministrado.
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Entre M1 y M4, los intervalos de tiempo entre las zoeas que presentaron una misma muda, en
un mismo tratamiento, no fueron mayores de cinco dias; de alli en adelante, los rangos
incrementaron paulatinamente, y fueron mucho mas amplios entre las dietas 100/0 a 70/30, en
comparacion con el resto. Consecuentemente el desarrollo de las larvas se retrasé y la
diferenciacion entre los tratamientos se hizo mucho mas marcada (Figura 1 - 11). A pesar de que
son pocos los estudios que reportan y discuten el comportamiento de las lineas de tiempo durante
el ciclo de muda de C. sapidus, los autores también reportan como los rangos de muda se van
ampliando después de M3 o M4, ocasionando como en el presente estudio, que las ultimas
mudas se presenten en intervalos de tiempo mayores, aun bajo las mismas condiciones de
cultivo (Costlow y Bookhout, 1959b; Costlow, 1965; Sulkin, 1978).

La captacion y acumulacion de energia y nutrientes esenciales como esteroles, acidos grasos
poliinsaturados (HUFA) y proteinas del alimento suministrado son factores que interactuan con
la regulacion endocrina del ciclo larval de muda en varias especies de crustaceos (Anger, 1983,
1987; Anger y Spindler, 1987; Nghia et al., 2007; Williams, 2007). En larvas de Hyas araneus,
Carcinus maenas y otros decapodos, se han observado retrasos en la fase de intermuda al
someterlas a diferentes periodos de inanicion, lo cual implica un retraso en la produccién de la
hormona de la muda y la ocurrencia de la apdlisis tegumentaria (etapa Do), tomandoles mas
tiempo igualar la misma biomasa y reservas necesarias para el PSR, que a las larvas que fueron

alimentadas continuamente (Dawirs, 1984; Anger, 1987; Anger y Spindler, 1987).

Durante los ayunos temporales que las larvas normalmente sobrellevan en cada ciclo de muda,
las células B (blisterlike) absorben los nutrientes descargados por las células R (resorptive) en el
hepatopancreas para poder mantener al organismo, ocasionando que el peso total de este
organo disminuya notablemente (Ceccaldi, 1997; Jones et al., 1997b; Anger, 2001), y estas
pérdidas organicas e inorganicas solo pueden suplirse durante el periodo de tiempo en el que
las larvas se alimentan (Gore, 1985; Anger, 2001). Entonces, si los nutrientes suministrados no
son los requeridos, 0 no poseen la concentracién adecuada, las larvas necesitaran mayor tiempo
para reponer la biomasa perdida y lograr el umbral para suplir sus reservas energéticas e iniciar
el ciclo de muda. Si esa condicién se mantiene como ocurrio en esta investigaciéon, a medida que

pase el tiempo se originaran mayores retrasos. La respuesta a factores extrinsecos del ciclo de
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muda opera a una escala temporal, y la tasa de plasticidad depende no sélo de la influencia que
el factor tenga como tal, sino también del tiempo de manifestacién del fenotipo inducido y la
duracién bajo ese cambio ambiental provocado (Anger, 2001; Torres et al., 2019; Daly et al.,
2020). Sin embargo, se requieren estudios con esta y otras especies de braquiuros, para elucidar

la interrelacion nutricion, crecimiento, desarrollo y regulacion hormonal del ciclo de muda.

1.5.3 Obtencién de megalopas (MG)

Aunque el desarrollo ontogénico de los crustaceos esté genéticamente determinado, varias
especies de decapodos en el medio natural y en laboratorio, exhiben algun grado de plasticidad
durante su desarrollo larval mediante la adicién u omision de estadios (Maurer et al., 2017),
especialmente en Carideos (Oliphant y Thatje, 2013) y algunos braquiuros que presentan
numerosos estadios larvales de zoea, como Callinectes sapidus (Costlow, 1965) Metasesarma
rubripes (Montu et al., 1990), Eriocheir sinensis (Montu et al., 1996; Sui et al., 2008), o Portunus
pelagicus (Sugumar et al., 2013). La plasticidad, en el caso particular de esta investigacion, esta
asociada al numero de zoeas resultantes después de cada evento de muda, ya que no se
realizaron descripciones morfolégicas para definir cada estadio. La ecdisis es utilizada para
definir estadios larvales sucesivos en crustaceos, debido a que después de las mudas
generalmente exhiben un incremento en la complejidad locomotora, talla y el desarrollo de sus
apéndices alimentarios; sin embargo en algunos casos, la muda no esta asociada con cambios
morfoldgicos significativos y algunas veces ni siquiera con incremento en la talla (Costlow, 1965;
Anger, 2001; Moller et al., 2020).

Durante el desarrollo larval de C. sapidus se presentaron hasta ocho estadios de zoea, y la
metamorfosis a MG ocurri6 entre la quinta y la octava muda (M5 a M8). En los tratamientos con
mayores contenidos de lipidos (60/40, 50/50 y 40/60), se obtuvieron MG a partir de M5, aunque
en muy bajos porcentajes (< 1,4 %), esta aparicién temprana de MG también fue reportada por
Maurer et al., (2017), pero en un mayor porcentaje (10 a 40 %). Los estudios realizados para la
especie describen de 6 a 9 estadios de zoea y entre 5 a 9 mudas para llegar a MG, siendo mas

frecuente la obtencion de MG entre M7 y M8, al igual que en el presente estudio (Tabla 1 - 8).
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En individuos débiles o expuestos a condiciones desfavorables, la ecdisis es un punto critico en
el desarrollo de larvas de decapodos y otros artropodos. La mortalidad se incrementa
dramaticamente al momento de aproximarse la muda como un tipico pero inespecifico sindrome
de estrés donde muchas larvas no logran expulsar la exuvia completa, estos individuos "lisiados"
mueren mas tarde por no comer, nadar y crecer normalmente (Anger, 2001), y este punto critico
se denomina "umbral de exuviacion" (Anger, 1987). En el presente estudio, esta situacion fue
especialmente frecuente durante la transicién de zoea a MG, donde entre el 22 al 55 % de larvas
murieron durante su proceso de muda en los tratamientos 100/0 a 60/40, mientras que en las
dietas con mayor insercién de Spr (50/50 y 40/60), los porcentajes fueron mucho mas bajos (11
y 7 % respectivamente. Este fendmeno fue reportado previamente para la especie por Costlow y
Bookhout (1959a), y Sulkin (1978) cuando las larvas mudaron de Z8 a MG, aunque dichos
autores utilizaron protocolos de alimentacion y enriquecimiento diferentes al del presente estudio.
En el cultivo de otros braquiuros como Ucides cordatus (da Silva et al., 2012), Portunus
trituberculatus (Dan et al., 2015), y las especies del género Scylla (Dan y Hamasaki, 2011;
Syafaat et al., 2021), este fendmeno es comun durante el cultivo bajo condiciones controladas, y
se reconoce como “sindrome de muerte por muda (SMM)” durante la transicién del dltimo estadio

de zoea a MG, o de MG a juvenil.

Las variables peso, talla, y factor de condicion (Kn), también revelaron una correlacién positiva
con el contenido de lipidos y energia. En C. sapidus, la transicion de la fase pelagica a la
bentdnica, ademas de todos los cambios morfolégicos y fisioldgicos asociados al cambio de
habitat (Jones et al., 1997b; Gebauer et al., 2003, 2020), se ve influenciado por un efecto
acumulativo del componente nutricional. De acuerdo con los ANOVAS, el peso y Kn parecen ser
mejores indicadores de la respuesta al efecto de las dietas. Los pocos reportes en talla revelan
que las MG cultivadas en condiciones de laboratorio provenientes del Caribe colombiano, tienden
a ser mas pequenas que las cultivadas en otras latitudes, y aunque los rangos en talla obtenidos
directamente del plancton tienden a ser los mas bajos (Stuck et al., 2009), esto puede estar
condicionado por la afectaciéon directa de las estaciones climaticas entre primavera verano y
otofo, y la disponibilidad de alimento en el medio natural (Tabla 1 - 9). El efecto de variacion en
el ambiente interactua con el desarrollo y los procesos fisiologicos para determinar un fenotipo

especifico de un organismo (Giménez, 2006).
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Cada dieta produjo una respuesta fisiolégica especifica, que afectd el crecimiento de los
organismos (tanto en longitud como en peso), conjugados finalmente en Kn, el cual puede ser
usado como un indicador de la salud. En este caso fue evidente que los mejores indices
coincidieron con la mayor inclusién de Spr (40/60 y 50/50); los cuales ademas mostraron las

mayores supervivencias y pesos promedio.

Algunos estudios resaltan el efecto que tienen las condiciones ambientales primarias en el
desarrollo, fenotipo, desempeno y supervivencia de crustaceos y bivalvos. Estas inician a partir
de la distribucion de reservas por parte de la hembra en sus huevos, la eclosién de las larvas y
su metamorfosis a la fase juvenil. Condiciones deficientes en los embriones o larvas pueden
correlacionarse positiva 0 negativamente con la talla, biomasa y supervivencia de los juveniles,
es decir los enlaces fenotipicos conllevan a efectos en las cohortes que a su vez afectan la
dinamica poblacional (Gebauer et al., 1999, 2003; Giménez y Anger, 2001; Phillips, 2002, 2004;
Giménez, 2003, 2006, 2010; Torres y Giménez, 2020; Paran et al., 2022). El factor de condicion
de Le Creen (Le Cren, 1951) ha sido usado en pocas especies de braquiuros (Amaro y Fiscarelli,
2009; Fassatoui et al., 2021), y los estudios se centran en adultos, relacionando el peso con el
ancho del caparazén o su longitud total, sexos y estaciones, pero no hay reportes para larvas.
Se ha propuesto que este tipo de medidas morfométricas, sumadas a alguna medicion del
contenido de lipidos, puede usarse como primer paso para evaluar la disponibilidad de reservas
energéticas de los organismos estudiados (Lloret et al., 2013), y en nuestro caso reflejan como

los valores de Kn van cambiando de acuerdo a la presencia de lipidos de las dietas.
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Tabla 1 - 9. Rango de tallas en megalopas de Callinectes sapidus cultivadas en diferentes areas geograficas, y estaciones

climaticas.
7 v 5
Referencia Zon’a. Dieta Enriquecimiento Epoca de Obtencion T (°C)® S* MG
geografica recoleccién de larvas (mm)
Caribe C. pyrenoidosa
Presente estudio = Colombiano B. plicatilis (Spolvo) * Todo el afio lEcIosmna_m en 27 30 2’6322_22’927
(CGSM) presso aboratorio (2,82)
(siete dietas)
(Bookhout Atlantico norte Larvas erizo + Eclosionan en
Costlow 13/77) (Carolina del Nauplios NR? NR laboratorio 22-25 30 (2,977)
’ Norte) Artemia
. Eclosionan en 2,750 — 3,600
B plicatiis Primavera laboratorio 25y>16 30 (3,270)
I\Nﬂ‘gtifo'fo de  (z1.z2) Verano-  Eclosionanen e a0 5o 2620-3,800
(Stuck et al., (Mississipi B. plicatilis + NR Otofio laboratorio y (3,340)
2009) Sound y%og Naupli_os Megalopas 2,060 — 2,240
Artemia (Z2- Primavera ; NR NR ’ '
Keys Pass) MG) silvestres (2,160)
~ Megalopas 1,820 — 1,960
Otofo silvestres NR— AR (1,890)

' Ciénaga Grande de Santa Marta, Magdalena. 2 No se reporta. 3 Temperatura. 4 Salinidad. 5 Rango de longitud total y promedio entre paréntesis.
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1.5.4 Composicién nutricional de las larvas, el alimento vivo
enriquecido y su correlacion con las variables poblacionales
de C. sapidus

El éxito reproductivo y la supervivencia de las larvas son un proceso complejo que puede
variar dependiendo de la zona geografica, época climatica y respuesta de las hembras a
las fluctuaciones ambientales y disponibilidad de alimento al momento de producir los
huevos (Giménez y Anger, 2001; Giménez, 2006; Alava et al., 2007; Moran y McAlister,
2009; Belgrad y Griffen, 2016). La composicion bioquimica de los cuatro lotes de larvas
usados, revelaron altos contenidos de proteina (=50 g 100 g''), pero niveles de lipidos muy
variables (1,49 a 7,72 g 100 g"). Aunque un alto contenido de lipidos indica que las larvas
de crustaceos recién eclosionadas pueden contar con suficientes reservas que podrian
permitirle sobrevivir periodos mas largos de inanicidbn antes de recibir su primera
alimentacion (Anger y Dawirs, 1981; Nates y McKenney, 2000; Wu et al., 2017), no se
observé algun tipo de relacion entre estos valores y la supervivencia en los nacimientos
que presentaron concentraciones de lipidos mas altas con respecto a las mas bajas, Li et
al. (2012) reportan contenidos de 1,11 + 0,22 % en larvas recién eclosionadas de la

especie, similares a los encontrados en algunos de los lotes estudiados.

Los contenidos de cenizas de las larvas de C. sapidus no son comparables, ya que hasta
el momento no hay literatura relacionada con este tema para la especie, pero el porcentaje
promedio (27,28 %) es similar a lo reportado para los cangrejos Maja brachydactyla y M.
squinado (20 a 30 %). En estas especies, los niveles tienden a mantenerse relativamente
estables hasta el estadio de MG, y posteriormente la concentracidon tienden a casi
duplicarse en el primer estadio juvenil (Andrés et al., 2008; Rotllant et al., 2014), indicando
la mineralizacion del exoesqueleto (Codabaccus et al., 2020). En larvas de crustaceos el
sistema tegumentario es mas delgado que en juveniles y adultos pero tiene basicamente
la misma estructura; la endocuticula de los decapodos en la fase planctonica es
generalmente desmineralizada y mucho mas delgada que en los juveniles y adultos
bentdnicos (Christiansen y Costlow, 1982; Dendinger y Alterman, 1983; Skinner et al.,
1992; Kumari y Skinner, 1993; Anger, 2001; Azra et al., 2019). La variacion en los valores
de cenizas presentes en este estudio (26,54 %), estan relacionados directamente con el

incremento o decrecimiento proporcional de los contenidos de otros nutrientes como las
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proteinas y lipidos de cada lote, pero en conjunto aportan informacion referencial sobre el
contenido bioquimico de las larvas de C. sapidus al momento de nacer y antes de iniciar

su alimentacion exégena.

La mayoria de crustaceos que se cultivan requieren alimento vivo durante sus primeras
etapas larvales. No aceptan dietas artificiales que permitirian conocer de manera mas
sencilla sus requerimientos nutricionales, entendiendo este término como el 6ptimo nivel
de un nutriente determinado que generalmente esta asociado con la obtencién de un mejor
crecimiento y supervivencia (Guillaume, 1997). En el cultivo de camarones el uso de dietas
artificiales desde la fase postlarval y juveniles ha sido extensamente estudiado, con muy
buenos resultados (Lavens y Sorgeloos, 2000; Brito et al., 2001; Pedroza-Islas et al., 2004;
Arias-Moscoso et al., 2016; Aaqillah-Amr et al., 2021; Calado et al., 2022). Por el contrario,
en algunas especies de braquiuros, se ha intentado reemplazar el alimento vivo con
microdietas (MD) de formulacion conocida, sin obtener buenos resultados en la
supervivencia de las zoeas, por ello la mayoria de trabajos con MD inician a partir de la
fase MG (Genodepa et al., 2004; Holme et al., 2007, 2009), y es por ello que el suministro

de nutrientes debe hacerse mediante su encapsulamiento en el alimento vivo.

El protocolo de alimentacion para el levante de C. sapidus desde la primera zoea (Z1)
hasta megalopa (MG), sugiere un régimen de suministro progresivo entre rotiferos
(Brachionnus), nauplios de Artemia y Artemia enriquecida, acompanados con el uso de
microalgas (/sochrysis galbana, Nannochloropsis sp., Tetraselmis tetrathele, y
Chaetoceros gracilis) para crear un efecto de “agua verde” (Sulkin, 1975, 1978; Zmora et
al., 2005; Stuck et al., 2009; Maurer et al., 2017). En ensayos preliminares durante este
estudio, los nauplios de Artemia (422 a 515 pm) no fueron capturados e ingeridos por las
larvas de C. sapidus, incluso la caza se dificultd en los ultimos estadios de zoea, y solo
fueron capaces de capturar eficazmente y consumir rotiferos de diferentes tamanos (<120
a >200 pm), lo que impidié implementar los protocolos usuales de alimentacion para la
especie. Otros resultados obtenidos en laboratorio (frabajo en preparacion), revelan que la
longitud total entre los estadios de zoeas Z1 a Z8 va de 0,711 a 2,584 mm, tallas mas
pequenas que las reportadas para la especie por Bookhout y Costlow (1977) para estos
mismos estadios (1,013 a 3,091 mm), y Stuck et al. (2009) entre Z1 a Z7 (1,19 a 2,99 en

primavera, y 0,94 a 3,06 mm en verano/otofo). Se ha observado en C. sapidus que no
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existe ninguna indicacién de que la talla de la hembra se pueda asociar con ninguna
medida en la calidad de los huevos o la talla de las zoeas, ni siquiera la calidad de los
huevos puede predecir el tamafio de las zoeas (Koopman y Siders, 2013), lo cual difiere
con otros crustaceos como las langostas y otras especies de cangrejos donde existe una

correlacion positiva entre estas variables (Fischer et al., 2009; Belgrad y Griffen, 2016).

En condiciones naturales, el tamano de la larva determina su posicién tréfica en la cadena
alimentaria, y las zoeas cambian de nivel trofico durante su desarrollo ontogénico
(McConaugha, 1985; Le Vay et al., 2001). Sulkin y Epifanio (1975) y Sulkin (1978),

recomiendan suministrar un tamaro de presa < 110 pm para estadios tempranos de zoeas

de C. sapidus, y nauplios de Artemia después de 22 DDE, ya que aun a los 15 DDE hay
larvas muy pequefas. En C. similis el pequefio tamafio de las larvas tampoco les permitié
consumir nauplios de Artemia enteros, sino pequefias partes, logrando completar su
desarrollo a MG debido a los embriones de erizo proporcionados (Bookhout y Costlow,
1977). Recientemente, en intentos de cultivo de C. danae manejando los protocolos
usuales de alimentaciéon (rotiferos (R), nauplios de Artemia (A) y R+A, no se logré
sobrepasar Z3 en el cultivo, debido a la disparidad entre las larvas (~ 0,40 mm en Z1), y el
tamano de presa proporcionado (Guarizo et al., 2020). Antes de que los requerimientos
nutricionales de una dieta puedan ser evaluados completamente, el comportamiento y
proceso mecanico durante la alimentacion larvaria debe revisarse (Jones et al., 1997b;
Waiho et al., 2018)

Los rotiferos al ser mantenidos en cultivos de fitoplancton o con enriquecedores
comerciales, varian su composicion quimica, afectando a su vez la calidad nutricional que
se proporciona a las larvas que los consumen (Frolov et al., 1991; Abu-Rezq et al., 2002;
Dan y Koiso, 2008; Garcia et al., 2008). La concentracion de lipidos suministrada con las
diferentes dietas estuvo entre 7,48 y 11,47 %, dentro del rango usado en el cultivo larval
de varias especies de braquiuros de los géneros Scylla y Portunus (6,8 - 16 %), en donde
demostraron que dietas desbalanceadas en la concentracion de HUFA conllevan a bajas
supervivencias y alta incidencia del SMM (Takeuchi et al., 1999; Hamasaki et al., 2002;
Suprayudi et al., 2002, 2004; Nghia et al., 2007; Dan y Hamasaki, 2011; Wu et al., 2014;
Hu et al., 2017; Shi et al., 2019). De acuerdo con la tabla nutricional, el S.presso - Spr
(INVE® Aquaculture) provee 15 g 100 g de n-3 HUFA, y 9 de DHA/EPA en peso seco
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(INVE-Aquaculture TC-SPRESSO-EN-0212), y se sabe por otros estudios que B. plicatilis
al ser enriquecido a una densidad de 1000 rot. mL™", con una racion de 350 mg L' de Spr
por 12 h, presenta una concentracion de DHA/EPA de 4.36x0.23 (Fu et al., 2021).
Entonces, al presentarse una correlacién positiva y significativa (= 81 %) entre los lipidos
y los indicadores de supervivencia, peso (mg), talla (um) y Kn de MG, se puede asumir que
a medida que la concentracion de lipidos aumentdé en las dietas suministradas, las
concentraciones de n-3 HUFA y DHA/EPA también lo hicieron, siendo 50/50 y 40/60 las
dietas que siempre presentaron mejores respuestas en todas las variables estudiadas, e
indicando que un enriquecimiento de 24 h, a una tasa de alimentacion de 0,5 g x 108rot.,
con inserciones entre 50 a 60 % de Spr, produciran rotiferos con niveles de lipidos entre
11,30 y 11,47 %, con una baja incidencia de SMM en las MG, y mayor sincronia del ciclo
de muda, especialmente en el tratamiento 40/60. Estudios previos indicaron que el
enriquecimiento por 24 h, maximiza la incorporacion efectiva de lipidos en los tejidos de
los rotiferos, manteniendo los niveles estables hasta un dia después de haber sido
alimentados (Rodriguez et al., 1989, 1996; Li y Olsen, 2015).

En rotiferos enriquecidos con la emulsién EPA28® (Nippon Kagaku Shiryo Co., LTD,
Japan), se recomiendan niveles de insercién de 20 a 40 uL L' para proporcionar de 15,4
a 16,2 % de lipidos, con niveles n-3 HUFA entre 0,9 a 1,7 % como éptimos para el
desarrollo larval de P. trituberculatus (Takeuchi et al., 1999); mientras que en S. serrata,
inclusiones de 10 a 20 pL L' del mismo producto, proveen concentraciones de lipidos entre
19,6 a 20,3 %, y n-3 HUFA 6ptimos entre 0,5 a 0,8 %, niveles mayores en la dieta (40 y 80
pL L"), producen 1,3 y 3,2 % de n-3 HUFA, que conllevan a altas incidencias de SMM en
las MG (Suprayudi et al., 2002). En resumen, aun utilizando un mismo enriquecedor, las
concentraciones de insercion recomendadas en la dieta de lipidos, asi como los niveles de
n-3 HUFA optimos difieren entre especies. En esta investigacion, inclusiones del 50 y 60
% de Spr en la dieta de rotiferos, produjeron las mejores respuestas durante el desarrollo
larval C. sapidus. Sin embargo, el contenido de lipidos suministrado no supero el 11,5 %,
un poco bajo comparado con lo suministrado a los braquiuros anteriormente mencionados.
Esta concentracion habria podido incrementarse mucho mas (> 20 %), si hubiesen podido
alimentarse con Artemia, que se sabe que promueve € incrementa los niveles de lipidos
en larvas de M. brachydactyla (Andrés et al., 2007, 2010a) y S. serrata (Suprayudi et al.,

2004), y se usa regularmente en el protocolo de alimentacion de C. sapidus en muchos de
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sus estudios (Tabla 1 - 8). En condiciones de cultivo, algunos braquiuros (Scylla y
Portunus), pueden alimentarse unicamente con rotiferos, nauplios de Artemia, o una
combinacion de ambas presas (Baylon et al., 2004; Ruscoe et al., 2004; Redzuari et al.,
2012), pero se recomienda combinar varios tipos de alimento vivo para obtener mejores
resultados (Baylon, 2009; Waiho et al., 2018; Guarizo et al., 2020). Es probable que el nivel
optimo de insercion no se haya alcanzado en este estudio, y sea necesario suministrar
concentraciones mayores de Spr, determinando por lo menos el contenido de n-3 HUFA
aportado por los rotiferos, para dilucidar mas a fondo los requerimientos nutricionales de

la especie.

En decdpodos la concentracion proteica en dietas formuladas varia entre 30 al 80%,
dependiendo de la especie, estadio larval, fuente alimenticia suministrada y digestibilidad
de su perfil de aminoacidos - AA (Hewitt, 1992; Jones et al., 1997b; Le Vay et al., 2001;
Mente et al., 2002; Holme et al., 2007; Shi et al., 2019; Jeffs y O'Rorke, 2020). La
concentracion de proteina proporcionada por el polvo de Chlorella pyrenoidosa - Ch
(Holistic Herbal Solutions®) fue alta (63,93 - 67,50 %), sin importar si el nivel de insercion
en la dieta de los rotiferos fue alto (100/0), o bajo (40/60). Al parecer el contenido de
proteina, a diferencia de los lipidos, no fue un factor limitante en las dietas, al no
presentarse una correlacion alta ni significativa entre su contenido y los parametros
poblacionales de C. sapidus, (< 42 %). En otros estudios, los rotiferos alimentados con Ch
aportaron un amplio rango de proteinas (27,6 - 67,3 %) y lipidos (9,5 - 12 %), con
condiciones de cultivo, procesos de preparacion, y tiempos de enriquecimiento muy
variados (Park y Brown, 2004; Hamre et al., 2008; Kobayashi et al., 2008; Dan y Hamasaki,
2011; Hamre, 2016; Waqalevu et al., 2019), para ser comparables con este estudio. En el
cultivo de larvas marinas de peces y crustaceos que usan la Chlorella, el enriquecimiento
de las dietas usualmente se complementa con productos ricos en DHA y EPA para suplir
las necesidades de n-3 HUFA (Hamasaki et al., 2002; Kobayashi et al., 2008; Taufik et al.,

2016; Wagqalevu et al., 2019), al igual que procedié en esta investigacion.

Se ha comprobado que la nutricion afecta el perfil de AA de algunas especie planctonicas
de crustaceos (Brucet et al., 2005). En C. sapidus, M. brachydactylay P. trituberculatus los
niveles de la mayoria de AA tienden a aumentar durante los primeros estadios de zoea, y

bajan dramaticamente de la ultima zoea a MG (Tucker y Costlow, 1975; Andrés et al.,
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2010a; Shi et al., 2019). Consecuentemente, dietas con una alta digestibilidad de proteinas
permiten una mayor supervivencia a través de la fase larval a juvenil (Anger, 2001; Carter
y Mente, 2014; Shi et al., 2019). En vista de que no fue claro el papel desempenado por la
Ch en las dietas, es probable que otros estudios puedan profundizar en la absorcién
metabolismo y funcién de sus AA en la nutricion, ya que son pocos los estudios de este

tipo en crustaceos y mucho mas en estadios larvales (Carter y Mente, 2014; Li et al., 2021).

Resultados obtenidos en estudios anteriores con larvas de C. sapidus y Scylla
tranquebarica demostraron que una dieta basada exclusivamente en B. plicatilis no es
suficiente para sostener el desarrollo a MG (Sulkin, 1975, 1978; Sulkin et al., 1976; Baylon,
2009); sin embargo, en este estudio, aun con la dieta 100/0 la cual tuvo el porcentaje mas
bajo de lipidos (7.48 %), el 8,7 % de las larvas alcanzaron el estadio de MG. Esto fue
contrario a lo reportado por el estudio de Sulkin (1975), donde el contenido de lipidos de
los rotiferos al ser enriquecidos con Dunaliella sp. fue similar (8 - 9 %), pero las larvas no
sobrepasaron Z7, aunque en estos ensayos las fuentes de lipidos no son las mismas.
También se debe tener en cuenta que hay un fuerte relacion entre la proteina y la energia
de las dietas (Carter y Mente, 2014), y aunque contengan mucho menos energia que los
lipidos (Anger y Spindler, 1987), es probable que en las dietas con bajos contenidos de
lipidos se haya utilizado la alta concentracion de proteina suministrada por la Ch como

fuente principal de energia, permitiendo completar el desarrollo larval.

El uso de los carbohidratos por los organismos acuaticos es relativamente bajo en
comparacion con los terrestres y pocos estudios examinan su metabolismo y nutricion en
crustaceos (Wang et al., 2016; Rodriguez-Viera et al., 2021). Su inclusion en las dietas
entre 20 a 30 % no afectan el crecimiento y disminuyen los costos en el cultivo de
camarones juveniles y adultos (Kurmaly et al., 1989; Shiau y Peng, 1992; Cruz-Suarez et
al., 1994; Wang et al., 2016). Se almacenan en el hepatopancreas en forma de glicégeno,
se liberan como glucosa en la hemolinfa para suplir las demandas energéticas, y su
regulacion es controlada por la hormona hiper-glucémica (Sanchez-Paz et al., 2006; Wang
et al., 2016; Lemos y Weissman, 2020). Aunque variaciones ontogénicas en la actividad
enzimatica de larvas de varios crustaceos indican el uso de fuentes de carbohidratos en
las dietas (Le Moullac y Van Wormhoudt, 1994; Genodepa et al., 2022a), es poca la

informacion sobre sus requerimientos en estadios larvales de crustaceos, y los estudios se
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enfocan principalmente en camarones y otros pocos en langostas y MG de Scylla serrata,
(Pedroza-Islas et al., 2004; Fiore y Tlusty, 2005; Holme et al., 2009; Waiho et al., 2018).
La habilidad para usar carbohidratos dietéticos varia entre especies, asi como entre las
tallas y estadios de desarrollo. En P. trituberculatus se observé un aumento en la
produccion de algunos metabolitos relacionados con la energia como glucosa en los
primeros estadios de zoeas, los cuales disminuyeron notablemente en MG y volvieron a
incrementarse en el primer estadio de cangrejo. lo que indica cambios significativos en la
actividad de la glicdlisis durante el desarrollo larval (Shi et al., 2019). Productos a base de
Chlorella vulgaris usados en acuicultura presentan concentraciones de 0,047 g 100 g™
(Alagawany et al., 2021). Los contenidos en las dietas evaluadas en este estudio fueron
variados (0,81 a 1,38 g 100 g™'), sin encontrar correlacion significativa entre su
concentracion y los parametros poblacionales. Este sera un aspecto que requerira mayor
estudio, aunque ya en juveniles de C. sapidus se ha demostrado que los niveles de glucosa
y trehalosa aumentan en hemolinfa y hepatopancreas después de consumir alimentos
(Chung, 2020).

Los contenidos de cenizas se relacionaron negativa y significativamente con los
parametros poblacionales evaluados a excepcion de la duracidon del ciclo larval.
Concentraciones entre 6,90 g 100 g™' en 40/60, a 9,28 g 100 g™' en 100/0, son similares a
las reportadas en otros trabajos al ser enriquecidos con nanoplancton natural, levadura y
otras microalgas en diferentes fases de crecimiento (Caric et al., 1993) Los elementos traza
(micronutrientes) y minerales se requieren como cofactores enzimaticos en muchas
funciones metabdlicas, minerales como calcio, magnesio, sodio, potasio y cloruro vy
elementos traza usualmente son tomados del agua a través del epitelio de la camara
branquial e intestinos o reabsorcion del esqueleto (Anger, 2001; Mugnier y Justou, 2004;
Codabaccus et al., 2020; Lemos y Weissman, 2020). En cultivos de camarones el control
del contenido de minerales en los estanques es uno de los factores claves para promover
procesos de muda exitosos. Después de mudas masivas, algunos minerales pueden
disminuir significativamente en el agua, y deben ir acompanados del monitoreo de la
alcalinidad y el pH (Prangnell y Fotedar, 2005; Lemos y Weissman, 2020; Truong et al.,
2020).
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De manera complementaria, una correlacién negativa (-80 %) y significativa entre la
duracién del ciclo larval y el contenido energético de las dietas, esta relacionada con las
lineas de tiempo en el ciclo de muda en cada tratamiento (Figura 1 - 11). La acumulacion
de reservas y su conversién a energia a partir del alimento es otro factor que interactua
con la regulacion endocrina del ciclo de muda (Anger, 1987). Estos eventos representan
el uso de macromoléculas como combustible, y a medida que los rangos de tiempo entre
cada muda son mayores, se afecta toda la estrategia de asignacién de energia del animal,
implicando un mayor consumo de oxigeno y de energia (Kibria, 1993; Bonilla-Gémez et
al., 2013). Es por ello que se hace evidente la importancia del suministro dietético
adecuado de lipidos (reservas energéticas, hormonas), proteinas (constructoras del
musculo y caparazén, enzimas digestivas y hormonas), carbohidratos (glucosa, circulacion
de energia, sintesis de quitina), y minerales (calcio, magnesio y fésforo para el
exoexqueleto, y cobre para la hemocianina) en el proceso de muda (Lemos y Weissman,
2020). Aunque el presente estudio solo muestra las bases preliminares sobre el contenido
nutricional del alimento enriquecido, si establece los cimientos basicos para el
establecimiento de dietas formuladas de composicidn bioquimica conocida, como
suministro para el enriquecimiento del alimento vivo que debe ser entregado a las larvas
de C. sapidus con el fin de optimizar y parametrizar la respuesta productiva. También
puede ser usado como base para estudios en otras especies de crustaceos con

caracteristicas similares a C. sapidus.

A pesar de que en los ultimos anos se han obtenido buenas supervivencias en larvas de
C. sapidus cultivadas en laboratorio, el enriquecimiento del alimento vivo suministrado es
muy variado, y la composicion nutricional de las presas vivas no estan relacionadas
directamente con su efecto en el cultivo. Este es uno de los primeros reportes que se
enfocan en el entendimiento integral y cuantitativo de la nutricién de las larvas de jaiba azul
mediante el enriquecimiento escalonado de rotiferos con siete niveles de enriquecimiento
Ch/Spr (100/0 a 40/60). La evidencia indicé que su enriquecimiento por 24 h, mejora la
composicion nutricional de B. plicatilis, y afecta de manera significativa el desarrollo larval

de C. sapidus en términos de supervivencia, crecimiento y ciclo de muda.
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2.CARACTERIZACION
TRANSCRIPTOMICA COMPARATIVA
DEL EFECTO DE LA DIETA EN EL
DESARROLLO LARVAL TEMPRANO
DE LA JAIBA AZUL Callinectes
sapidus

2.1 Resumen

Desde el momento de la eclosidn, las larvas de Callinetes sapidus inician su transicion a
la alimentacién exdgena, pero al parecer durante sus estadios tempranos de zoea cuentan
con un sistema digestivo sencillo y poco desarrollado, donde los nutrientes suministrados
afetan y modelan el desempeno de su digestion. Mediante el secuenciamiento por RNA-
seq, se realizo el primer analisis comparativo, entre el primer y segundo estadio de zoea,
para observar el efecto del alimento vivo enriquecido (rotifero Brachionus plicatilis), con
dos proporciones diferentes de proteinas y lipidos (P/L): 80/20 y 40/60. Se analizaron los
perfiles de expresion entre el momento de la eclosién (inicial), y nueve dias después de
haber sido alimentadas con la respectiva dieta. El analisis transcriptdmico de novo revelo
un total de 59.194 unigenes, de éstos 589 genes fueron expresados diferencialmente
(DEGs) en la comparacion 80/20 vs Inicial, y 1.576 en 40/60 vs Inicial. Las rutas
metabdlicas relacionadas con los procesos de digestion y metabolismo de los nutrientes
fueron revisadas, se identificaron un total de 113 genes sobre-regulados en 40/60 vs Inicial
y 47 en 80/20 vs Inicial. Las capacidades fisiolégicas y metabdlicas de las zoeas
alimentadas con la dieta con mayor contenido de lipidos (40/60), no solo mejoraron los

niveles de expresion de los genes relacionados con este nutriente, sino que también
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influenciaron el metabolismo de las proteinas y los carbohidratos, y los niveles de
expresion de genes relacionados con el sistema digestivo y transporte y catabolismo

celular, durante los dos primeros estadios larvales de C. sapidus.

Palabras clave: Callinectes sapidus, transcriptoma, influencia de la dieta, metabolismo de

nutrientes, expresion génica.
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2.2 Introduccion

En el proceso de digestién, el alimento consumido es degradado a moléculas mas simples
para que puedan ser asimiladas por el organismo, este proceso es desempefado
principalmente por las enzimas digestivas (Hammer et al., 2000; Voet y Voet, 2004; Perera
et al., 2008). Durante el desarrollo ontogénico, la digestion es similar en la mayoria de
decapodos, las larvas de los crustaceos parecen depender de pocas enzimas con altos
niveles de actividad, en comparacién con los adultos (De Silva y Anderson, 1994; Jones et
al., 1997b; Zambonino-Infante et al., 2008; Andrés et al., 2010b). Asi mismo, los
mecanismos reguladores de este desarrollo se presentan a diferentes niveles y parecen
estar genéticamente conectados, afectando los procesos de transcripcién y traduccion
(Ceccaldi, 1997; Perera et al., 2008; Jiang et al., 2011; Yufera et al., 2018; Guo et al.,
2019a). La disponibilidad de nutrientes esenciales y su metabolismo ejercera un gran
impacto en el crecimiento; si algun acido graso o aminoacido esencial no esta presente en
las concentraciones adecuadas en la dieta, se observaran efectos negativos en el

desarrollo larval (Jones et al., 1997b; Zambonino-Infante et al., 2008; Serrano et al., 2012).

El analisis de la actividad enzimatica, ha demostrado ser una aproximacion efectiva para
entender la fisiologia digestiva y determinar la calidad nutricional del alimento suministrado.
Las principales proteasas, carbohidrasas y lipasas se han encontrado en todas las
especies de crustaceos estudiadas (Kamarudin et al., 1994; Wouters et al., 2001; Carrillo-
Farnés et al., 2007; Perera et al., 2008; Genodepa et al., 2022a; Goncalves et al., 2022),
pero existen diferencias relacionadas con sus habitos alimentarios. Altos niveles de
proteasas y bajos de carbohidrasas se describen para especies carnivoras, y en sentido
inverso para las herbivoras, mientras que los detritivoros y omnivoros se encuentran en
una posicion intermedia (Jones et al.,, 1997a, 1997b; Le Vay et al.,, 2001; Carter y
Codabaccus, 2022; Muhlia-Almazan y Fernandez-Gimenez, 2022). La actividad enzimatica
total aumenta conforme avanza el ciclo larval, reflejandose en el aumento, complejidad y
desarrollo del hepatopancreas, y las concentraciones varian al presentarse la transicion a
la vida bentonica y los primeros estadios juveniles (Saborowski et al., 2006; Rotllant et al.,
2008; Andrés et al., 2010b; Li et al., 2015b).
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Comparados con los adultos, existen pocas investigaciones en los estadios larvales de
crustaceos. Los estudios iniciales sobre la digestion del alimento se restringen a la
actividad de ciertas enzimas, e indicadores indirectos de respuesta como el ciclo de muda
y la supervivencia (Hirche y Anger, 1987; Biesiot y Capuzzo, 1990; Lovett y Felder, 1990;
Harms et al., 1991; Kamarudin et al., 1994; Lemos et al., 2002; Saborowski et al., 2006;
Andrés et al., 2010b). Con la aparicion de la nutrigendmica, la transcriptomica se comienza
a utilizar en el estudio de la nutricion acuicola, buscando desentrafiar mecanismos
moleculares relacionados con la alimentacion de los organismos. Entre las ventajas se
encuentra la identificacion efectiva y el analisis de la expresion de genes candidatos
involucrados en diferentes rutas metabdlicas, incluidas las enzimas (Martin y Krol, 2017;
Chandhini y Kumar, 2019; Inbakandan, 2020).

La mayoria de los estudios se centran principalmente en camarones por su importancia
comercial. En algunos peneidos, durante los estadios de protozoeas (herbivoras), se
incrementan los niveles de carbohidrasas y peptidasas y sus niveles de expresion,
alcanzando un pico al acercarse la transicion a mysis, declinando al volverse carnivoros,
mientras que el comportamiento de las lipasas es variable (Lovett y Felder, 1990; Carrillo-
Farnés et al., 2007; Sainz y Cordova, 2009; Wei et al., 2014a; Lage et al., 2017; Gao et al.,
2022). Otros decapodos como Procambarus clarkii pueden usar carbohidratos, proteinas,
y en menor proporcion lipidos como nutrientes desde estadios tempranos de desarrollo,
pero los patrones de expresién enzimaticos no se relacionan con cambios en los
requerimientos nutricionales (Hammer et al., 2000; Dai et al., 2009). A diferencia de otros
decapodos que tienen estadios plancténicos como Macrobrachium rosembergii,
Litopenaeus vannamei, Penaeus japonicus, P. monodon, P. stilyrostris, Panulirus argus, y
Cherax quadricarnatus, donde generalmente las proteasas (especialmente la tripsina), son
enzimas dominantes y sus contenidos varian, dependiendo de la composicion del alimento
suministrado, siendo capaces de reducir sus niveles cuando se alimentan con zooplancton
altamente proteico en comparacién con una dieta basada en microalgas, baja en proteinas
(Kamarudin et al., 1994; Rodriguez et al., 1994; Jones et al., 1997a; Le Vay et al., 2001;
Luo et al., 2008; Perera et al., 2008; Muhlia-Almazan y Fernandez-Gimenez, 2022). Asi
mismo, post-larvas de L. vannamei y L. stylirostris, incrementan la expresion de genes

relacionados con su sistema inmune y la actividad de proteasas, amilasas vy lipasas, al
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alimentarse con probidticos o biofloc (Cardona et al., 2015; Miandare et al., 2016, 2017;
Mirbakhsh et al., 2021; Mansour et al., 2022).

Aunque varias especies de cangrejos se pescan y cultivan desde hace décadas, las
investigaciones sobre la actividad de las enzimas durante su ontogenia son escasas en
comparacion con las de los camarones. Desde la eclosion, las larvas zoea en especies
como los cangrejos arana (Maja brachydactyla y Hyas araneus), verdes de litoral (Carcinus
maenas) y rey (Lithodes santolla), pueden ingerir y digerir lipidos, proteinas y
carbohidratos, mostrando un comportamiento alimentario oportunista, exhibiendo habitos
omnivoros (Hirche y Anger, 1987; Harms et al., 1991; Saborowski et al., 2006; Rotllant et
al., 2008; Andrés et al., 2010b). Estudios transcriptdmicos mas recientes, han permitido
reconocer los genes vinculados con las enzimas digestivas; en Eriocheir sinensis se
identificaron 62 genes de este tipo expresados diferencialmente, como glucosa
deshidrogenasas, lipasas y serina proteasas, siendo mayormente expresados en el ultimo
estadio de zoea (Z5) que en megalopas (MG), sugiriendo que Z5 requiere usar mayor

cantidad de energia para completar su transicion a MG (Li et al., 2015b).

Trabajos en diferentes especies de braquiuros del género Scylla han demostrado que la
actividad de las amilasas, proteasas y lipasas se ven influenciadas por el estadio larval,
tipo de dieta suministrada y la interaccion de ambos factores (Jiang et al., 2011; Serrano
et al.,, 2012). En S. paramamosain los niveles de tripsina expresados fueron mayores en
Z1, disminuyendo paulatinamente durante su desarrollo larval e incrementandose
abruptamente en el primer estadio de juvenil (Jiang et al., 2011). El comportamiento
enzimatico en larvas de S. serrata alimentadas con alimento vivo, dieta artificial o su
combinacién, reveld una diferenciaciéon de expresion entre estadios larvales: tripsina >
leucina aminopeptidasa > amilasa, y solo la leucina aminopeptidasa fue la variable
predecible para discriminar entre las dietas (Serrano et al., 2012). Mientras que en M.
brachydactyla las actividades de la tripsina, amilasa y enterasa, tienden a incrementarse

durante el desarrollo larval (Andrés et al., 2008).

Conocer las rutas metabodlicas relacionadas con un determinado nutriente, son una

herramienta util para el desarrollo de un alimento éptimo en cualquier especie cultivada
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(Martin y Krol, 2017). En las larvas de crustaceos los requerimientos nutricionales basados
en dietas formuladas y la actividad enzimatica sobre estas dietas, no han sido estudiados
en muchas especies, debido a que en la fase planctdnica su consumo es bajo frente al
alimento vivo (Waiho et al., 2018). Hasta la fecha se sabe que solo algunos peneidos
(Kurmaly et al., 1989; Le Moullac y Van Wormhoudt, 1994; Le Moullac et al., 1997),
langostas como Homarus americanus (Biesiot y Capuzzo, 1990), y los ultimos estadios
larvales de braquiuros del género Scylla (Serrano et al., 2012), son capaces de aprovechar
dietas artificiales, observando que la actividad enzimatica de las amilasas, proteasas y

lipasas son moduladas por su composicion nutricional.

Recientemente el estudio de los perfiles transcriptémicos y la expresion de las rutas
metabdlicas y enzimas relacionadas con un determinado nutriente durante el desarrollo
ontogénico suministrando alimento artificial, o diferentes combinaciones de alimento vivo
estan proporcionando las bases en relacion al desarrollo larval y el metabolismo de la
nutricién, siendo las especies de crustaceos mas estudiadas L. vannamei (Rivera-Pérez et
al., 2010; Wei et al., 2014a, 2014b; Lage et al., 2017; Miandare et al., 2017; Mirbakhsh et
al., 2021; Seychelles et al., 2022), P. sinensis (Li et al., 2018), C. quadricarnatus (Luo et
al., 2008), Euphausia superba (Seear et al., 2010), Homarus grammarus (Goncalves et al.,
2022), P. argus (Perera et al., 2008), P. ornatus (Genodepa et al., 2022a, 2022b), E.
sinensis (Zheng et al., 2011; Li et al., 2015b; Yang et al., 2023), M. brachydactyla (Andrés
et al., 2010b; Castejon et al., 2019), y S. paramamosain (Jiang et al., 2011; Zhou et al.,
2018). Son necesarios estudios adicionales. basados en el suministro de alimento vivo de
composicion bioquimica conocida, evaluando por lo menos los requerimientos de
proteinas, carbohidratos y lipidos, especialmente si es posible modificar su composicion

nutricional (Jones et al., 1997a).

A pesar de que la jaiba azul Callinectes sapidus es una especie de importancia comercial,
cuyo potencial pesquero ha disminuido casi en un 70% en las ultimas dos décadas (Zohar
et al.,, 2008; Rueda et al., 2020; Frolova et al., 2022), hay pocas investigaciones
relacionadas con el suministro de dietas y sus perfiles enzimaticos. Solo se han
desarrollado estudios en adultos, describiendo el comportamiento de carbohidrasas Ay B,
y aminopeptidasas en hepatopancreas y tracto digestivo, observando una capacidad

fisiolégica para degradar algunos componentes de las plantas como el almidén (Dendinger,
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1987; McClintock et al., 1991), y celulosa y quitina usada como ingrediente de las dietas
(Allman et al., 2017). Se han detectado proteasas como la tripsina y quimotripsina, pero su
actividad enzimatica difiere de otros decapodos como Macrobranchium rosenbergii y
Penaeus sp. (Dendinger, 1987; Dendinger y O’Connor, 1990). En adultos pertenecientes
a un mismo género como C. belicosus y C. arcuatus, también se detecto la presencia de
tripsina y quimotripsina en los jugos gastricos (Diaz-Tenorio et al., 2006), y en juveniles de
C. arcuatus se determind que la actividad de las proteasas es casi nula durante el proceso
de muda, mientras que las de las amilasas y lipasas aumentan (Vega-Villasante et al.,
1999).

Este es el primer analisis comparativo que se realiza del transcriptoma en larvas de C.
sapidus, entre el primer y segundo estadio de zoea, desde el momento de su nacimiento
e inicio de la alimentacion exdgena, hasta nueve dias después de ser alimentadas con
alimento vivo (rotifero Brachionus plicatilis), enriquecido con una mezcla del alga verde
Chlorella pyrenoidosa en polvo - Ch (Holistic Herbal Solutions®), y emulsion de S.presso -
Spr (Selco®, Inve Aquaculture), en dos diferentes proporciones Ch/Spr (80/20 y 40/60).
Esto con el objetivo de observar los genes diferencialente expresados y sobre-regulados,
relacionados con el sistema digestivo, transporte y catabolismo de los procesos celulares,
y enzimas relacionadas con las rutas metabdlicas de lipidos, proteinas y carbohidratos. El
estudio se hizo en dos de las condiciones nutricionales previamente estudiadas (ver
capitulo anterior), una con pobres respuestas en crecimiento, supervivencia y ciclo de
muda (80/20), y otra con el mejor desempeno (40/60). Su estudio proporciona informacion
inicial sobre los patrones de expresiéon durante las primeras dos fases larvales de C.
sapidus, con el fin de vislumbrar el funcionamiento de sus procesos digestivos y su

afectacién de acuerdo con el tipo de dieta suministrada.
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2.3 Materiales y métodos
2.3.1 Criterios de seleccion para el desarrollo de los ensayos

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos presentados en el primer capitulo, en relacion
con la calidad nutricional de la dieta y el desarrollo larval de C. sapidus, se tuvieron en

cuenta las siguientes consideraciones:

La recoleccion, transporte, aclimatacién de hembras y obtencion de larvas, se realizé de
la misma manera a la descrita en el capitulo anterior (numeral 1.3.2.). Para la alimentacion
de los lotes de larvas se seleccionaron dos de los siete tratamientos evaluados en los
ensayos anteriores, que demostraron diferencias contrastantes en: 1) Supervivencia, 2)
Duracion del ciclo larval, 3) Ciclo de muda, 4) Obtencién de megalopas y 5) Composicion
nutricional del alimento suministrado, enfocado principalmente al contenido de lipidos. Los
tratamientos seleccionados fueron 80/20 y 40/60. Aunque los tratamientos 100/0, 90/10 y
80/20 presentaron los resultados mas bajos, se selecciond el tratamiento 80/20 con el fin
de poder obtener la cantidad de muestra requerida para los analisis moleculares
posteriores, ya que en 100/0 y 90/10 al ser tan bajas las supervivencias, era probable no
lograr la cantidad de muestra suficiente. En contraste, el mejor tratamiento con el cual se
obtuvieron casi siempre las mejores respuestas en los criterios anteriormente

mencionados fue 40/60.

De acuerdo con los datos provistos por los ensayos de nutricion, el 88,83 £ 5,16 % de las
larvas presentan su primera muda entre los cinco a nueve dias después de la eclosion,
pasando del primer estadio de zoea (Z1) al momento de eclosionar, al segundo (Z2), el
cual es claramente identificable debido a la formacién del pedunculo ocular que proyecta
los ojos hacia afuera (Costlow y Bookhout, 1959b). Basados en esto, se determind una

duracién de nueve dias para los ensayos.

El manejo del alimento vivo (rotiferos B. plicatilis), asi como su enriquecimiento, se ejecuto
de la misma manera descrita en el capitulo anterior (numerales 1.3.3 y 1.3.4),

enriqueciéndolos con Chlorella pyrenoidosa en polvo (Ch) como principal fuente de
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proteinas, y una emulsiéon comercial (S.presso, Inve ®), como principal fuente de lipidos
(Spr), en dos proporciones Ch/Spr: 80/20 y 40/60. Los rotiferos enriquecidos de esta

manera, se denominaran de aqui en adelante como dietas.

2.3.2 Desarrollo del experimento

Se determinaron dos momentos para recolectar las muestras por triplicado para los analisis
moleculares: 1) Al momento de la eclosion, zoeas recién eclosionadas (Z1) sin alimentar
(muestras iniciales), y 2) Zoeas (Z2), después de nueve dias de alimentarse con la dieta
80/20 (muestras 80/20), o la dieta 40/60 (muestras 40/60). Las réplicas correspondieron a
la repeticion de este experimento, con tres diferentes nacimientos evaluados por separado,
provenientes de distintas hembras ovadas, recolectadas en la Boca de la Barra de la
Ciénaga Grande de Santa Marta. De cada lote recién nacido se recolectaron muestras

para identificacion mediante taxonomia molecular (Anexo A).

Una vez ocurrida la eclosion y después de retirar a la hembra del recipiente, se recolectaron
aproximadamente 1,5 g de Z1 que estuvieran nadando activamente en la columna de agua,
enjuagadolas varias veces con agua de osmosis inversa, depositando las muestras en
crioviales de 2 mL y fijandolas en nitrégeno liquido para almacenarlas en ultracongelador
a -80 °C (Muestras Iniciales). El lote restante se mantuvo con aeracion suave, adicionando
entre 20,000 a 50,000 cél. mL™" de la microalga Nannochloropsis sp., recomendada para
el mantenimiento de la especie (Zmora et al., 2005), mientras se realizaron 10 conteos
aleatorios en placas Bogorov (1 mL), fijandolas con lugol, para determinar la cantidad total

de zoeas.

Las larvas fueron sembradas en ocho recipientes plasticos de 3 L (cuatro por dieta), a una
densidad de ~ 50 larvas mL™', en 1,5 L de agua limpia con 20.000 a 50.000 cél. mL" de
Nannochloropsis sp. (Cortes y Tsuzuki, 2012; Acosta y Gomez-Leon, 2013; Shan y Lin,
2014), a modo de “agua verde” (Wolcott y O’connor, 1992; Soyel y Kumlu, 2003; Guarizo
et al., 2020; Muangyao et al., 2020), e iniciando la alimentacion con rotiferos cernidos por
un tamiz de 120 um, enriquecidos con la respectiva proporcion Ch/Spr (80/20 y 40/6), a

una densidad de ~ 500 rot. mL-'. Se us6 agua de mar artificial (Premium Reef Salt Omega
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One®), a 30 g L' de salinidad, filtrada, esterilizada en autoclave, afiadiendo cloranfenicol
(10 mg L), como tratamiento profilactico preventivo recomendado para evitar infecciones

en larvas de C. sapidus (Sulkin y Van Heukelem, 1986).

Cada tanque conté con aeracion suave; las larvas se mantuvieron a una temperatura de
27 £ 1 °C, y fotoperiodo 10:14 (luz : oscuridad). Diariamente, en las horas de la mafiana
se adicionaban las microalgas (7:30 am), y en las horas de la tarde, las dietas (3:00 pm).
Cada dia de por medio las larvas eran recolectadas en un tamiz de 250 ym y enjuagadas
suavemente para remover los desechos de comida y larvas muertas, sembrandolas
nuevamente en recipientes con agua limpia, microalgas vy rotiferos frescos; este proceso
se repitid hasta el noveno dia, donde el total de larvas vivas de los recipientes de cada
dieta fueron recolectados, enjuagados con agua de osmosis inversa varias veces, Yy
empacados en crioviales, almacenandolos en nitrogeno liquido y posteriormente en ultra
congelador a -80 °C (Muestras 80/20 y 40/60).

2.3.3 Extraccion de ARN, construccion y secuenciaciéon de
librerias de ADNc

En cada uno de los tres ensayos llevados a cabo, se recolectaron tres tipos de muestras
en crioviales de 2 mL para los analisis moleculares: una inicial, compuesta por Z1 recién
eclosionadas sin haber sido alimentadas (inicial), y dos finales compuestas por Z2 después
de haber sido alimentadas por nueve dias con la dieta 80/20, o 40/60, para un total de

nueve.

Las muestras fueron descongeladas y procesadas individualmente mediante macerado
con mortero y pistilo en nitrégeno liquido. Una vez homogenizadas, se suspendieron en el
reactivo trizol (Trizol™ Reagent, Invitrogen®) a una relacion de 1 mL de trizol por cada 50
a 100 mg de muestra. Posteriormente fueron procesadas para la extraccion de ARN total,
siguiendo el protocolo estandar de extraccién descrito por el manual del fabricante en

ITM

Trizol™ Reagent, Invitrogen,; Total RNA extraction protocol (Invitrogen, 2016). EI ARN total

obtenido fue cuantificado por el método colorimétrico Ribogreen, del manual Quant-iT™
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RiboGreen™ RNA Reagent and Kit (Invitrogen, 2019), y su integridad (RIN) evaluada

mediante electroforesis capilar (Xie et al., 2008), en un equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent®).

La preparacion y secuenciacion de las nueve librerias fue realizada por la empresa
Macrogen Inc. (Seul, Corea). EI ADNc fue sintetizado del ARN purificado mediante
secuenciaciéon por RNA-seq, en la plataforma lllumina Novaseq (/llumina-Transcriptome),

generando librerias pareadas de 100 pb (lllumina TruSeq mRNA/Illumina 100bp PE).

2.3.4 Analisis de datos transcriptomicos

La informacion fue cargada y analizada en la plataforma web de Galaxy, usando el servidor
publico usegalaxy.org (The Galaxy Community, 2022). Los datos crudos se almacenaron
en formato FASTQ.gz, la limpieza de adaptadores, lecturas no pareadas, bases de baja
calidad se realizé usando Trimmomatic v. 0.38 (Bolger et al., 2014) empleando los
parametros por defecto; la calidad y longitud de las lecturas se verificd con FastQC v.
0.1.1.9 (Wingett y Andrews, 2018).

Todas las lecturas trimmomatic pareadas de las muestras (forward y reverse), se
ensamblaron de novo con rnaSPAdes v.3.15.4 (Antipov et al., 2016) en un solo
transcriptoma denominado “transcriptoma de novo completo”, para usarse como secuencia
de referencia. Con este archivo, TransDecoder (Haas et al., 2013) identifico las regiones
de codificacion candidatas de proteinas y generd un archivo en formato GFF3 denominado
“transcriptoma GFF3”. Las lecturas trimmomatic pareadas de cada muestra (forward y
reverse), se mapearon separadamente con HISAT2 (Kim et al., 2015), usando como

referencia la secuencia “transcriptoma de novo completo”, originando nueve archivos BAM.

Aparte, cada archivo BAM fue ensamblado en transcritos potenciales calculando la
abundancia de las lecturas por FPKM (fragments per kilo base of exon per million
fragments mapped) con StringTie (Pertea et al., 2015; Kovaka et al., 2019). Los archivos
resultantes se fusionaron y ensamblaron en un conjunto no redundante con StringTie

merge (Pertea et al., 2015; Kovaka et al., 2019). Finalmente este archivo, mediante GFF
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compare (Trapnell et al., 2010), compard los transcritos ensamblados, usando como
referencia de anotacion el archivo “transcriptoma GFF3”, originando un “archivo anotado

global”.

Con FeatureCounts (Liao et al., 2014), se midi6 la expresion de los genes cuantificando y
anotando los transcritos de cada muestra, en cada uno de los nueve archivos BAM, usando
como referencia el “archivo anotado global”. Los archivos resultantes fueron usados para
el analisis de expresion diferencial con DESeq2 (Love et al.,, 2014) en las siguientes
comparaciones por triplicado: 80/20 vs Inicial, 40/60 vs Inicial y 80/20 vs 40/60, Se
consideraron transcritos diferencialmente expresados (Diferencially Expressed Genes —
DEGs) aquellos con un P-adj < 0,05 (Adjusted P-value) y log2 (fold change) > 0,5.

Con el archivo originado en TransDecoder (Haas et al., 2013) que identifico las regiones
de codificacion candidatas de proteinas del “transcriptoma de novo completo”, se realizé
una anotacion funcional con valores de corte de E < 1,0 x 10°°, en la base de datos de
eggNOG-mapper V2 (Cantalapiedra et al., 2021), para identificar ontologia de genes (Gene
Onthology - GO), los resultados fueron procesados mediante WEGO 2.0 (Ye et al., 2018).
También se uso la base de datos de NCBI Nr (non-redundant protein) mediante blast-p

manual para observar la homologia de las proteinas con las de otras especies.

Se ensamblaron de novo en rmaSPAdes v.3.15.4 (Antipov et al., 2016), las lecturas
trimmomatic pareadas de cada condicién por aparte, originando tres transcriptomas
separados: 1) Inicial (Z1), 2) 80/20 (Z2) y 3) 40/60 (Z2). En TransDecoder (Haas et al.,
2013), se identificaron las regiones de codificacion de proteinas de cada transcriptoma, y
se anotaron en la base de datos de eggNOG-mapper V2 (Cantalapiedra et al., 2021), y
mediante la plataforma KASS (KEGG Automatic Annotation Server) (Moriya et al., 2007)
se proporcionaron los datos de rutas metabdlicas KEGG pathway (Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes - KEGG) para cada condicion.

Finalmente, mediante KASS (Moriya et al., 2007), se identificaron las rutas KEGG en las

comparaciones de expresion diferencial con DESeq2 (Love et al., 2014) para 80/20 vs
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Inicial, y 40/60 vs Inicial, unicamente para los DEGs regulados positiva y significativamente

(P-adj < 0,05, y log2 (FC) > 0,5). De las categorizaciones KEGG resultantes, la revisién de

los genes se centré en las categorias relacionadas directamente con la digestién del

alimento (Tabla 2 - 1). En sistema digestivo y transporte y catabolismo de procesos

celulares, se identificaron todos los genes sobre regulados en cada condicién, mientras

que, en el metabolismo de lipidos, aminoacidos (AA), otros AA, y carbohidratos (CBH), se

identificaron las enzimas sobre-reguladas (Tabla 2 - 1).

Tabla 2 - 1. Rutas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), revisadas en los
genes diferencialmente expresados (DEGs), que se regularon positiva y significativamente
(P-adjust <0,0.5, y log2 (fold change) >0,5) en las comparaciones 80/20 vs Inicial y 40/60
vs Inicial, en estadios larvarios tempranos de Callinectes sapidus.

Categoria KEGG Reftle(rgncla Nombre de la ruta
1 04970 Secrecion salival
2 04971 Secrecioén de acido gastrico
3 04972 Secreciones pancreaticas
Sistemas del 4 04973 D!gest?c:m y absorc?c?n de carbqhidratos
organismo 5 04974 D!gest!gn y absorc!gn de proteinas
(Sistema digestivo) 6 04975 Dlgestl_on y ab_sprcmn de grasas
7 04976 Secreciones biliares
8 04977 Digestion y absorcién de vitaminas
9 04978 Absorcion de minerales
10 04979 Metabolismo de colesterol
1 04163 Autofagia de otros
2 04137 Mitofagia animal
3 04138 Autofagia de levadura
Procesos celulares 4 04139 Mitofagia de levadura
(Transporte y 5 04140 Autofagia - animal
catabolismo) 6 04142 Lisosoma
7 04144 Endocitosis
8 04145 Fagosoma
9 04146 Peroxisoma
1 00061 Biosintesis de acidos grasos
2 00062 Elongacioén de acidos grasos
3 00071 Degradacion de acidos grasos
4 00073 Biosintesis de cutina, suberina y seda
5 00100 Biosintesis de esteroides
6 00120 Biosintesis primaria de acidos biliares
Metabolismo de 7 00121 Biosintesis secundaria de acidos biliares
lipidos 8 00140 Biosintesis de hormona esteroide
9 00561 Metabolismo de glicerolipidos
10 00564 Metabolismo de glicerofosfolipidos
11 00565 Metabolismo de ésteres en lipidos
12 00590 Metabolismo de acido araquiddnico
13 00591 Metabolismo de acido linoléico
14 00592 Metabolismo de acido a-linoléico
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Referencia

Categoria KEGG Nombre de la ruta

ko'

15 00600 Metabolismo de esfingolipidos

16 01040 Biosintesis de acidos grasos insaturados

1 00220 Biosintesis de arginina

2 00250 Metabolismo de alanina, aspartato y
glutamato

3 00260 Metabolismo de glicina, serina y treonina

4 00270 Metabolismo de cisteina y metionina

5 00280 'Degradlacién de valina, leucina e
isoleucina

Metabolismo de 6 00290 B!osintes!s de \{a_lina, leucina e isoleucina
aminoacidos 7 00300 Blosmtes[s’de I|3|.n.a

8 00310 Degradacion de lisina

9 00330 Metabolismo de arginina y prolina

10 00340 Metabolismo de histidina

11 00350 Metabolismo de tirosina

12 00360 Metaboismo de fenilalanina

13 00380 Metabolismo del triptéfano

14 00400 B_ios’l'ntesis de fenilalanina, tirosina y
triptéfano

1 00410 Metabolismo de B-alanina

2 00430 Metabolismo de taurina e hipoturina

; 3 00440 Metabolismo de fosfonato y fosfinato
o’:ﬁg;agg;rs]?é%i gc?s 4 00450 Metabolismo de compuestos del selenio

5 00460 Metabolismo de acido cianoamino

6 00470 Metabolismo de acido D-amino

7 00480 Metabolismo del glutation

1 00010 Glucadlisis / Gluconeogénesis

2 00020 Ciclo del citrato (ciclo de TCA)

3 00030 Ruta de la pentosa fosfato

4 00040 Interconversion de pentosa y glucuronato

5 00051 Metabolismo de fructosa y manosa

6 00052 Metabolismo de galactosa

7 00053 Metabolismo del ascorbato y aldarato

Metabolismo de 8 00500 Metabolismo de almidon y sacarosa
carbohidratos 9 00520 Metabolismo de amino azucares y

nucleétidos

10 00562 Metabolismo de inositol-fosfato

11 00620 Metabolismo del piruvato

12 00630 Metabolismo del glioxilato y dicarboxilato

13 00640 Metabolismo del propanoato

14 00650 Metabolismo del butanoato

15 00660 Metabolismo de acido dibasico Rama-C5

1: KEGG orthology.

En la plataforma web de Galaxy (The Galaxy Community, 2022) se realizaron salidas
graficas para: 1) Un diagrama de Venn (Cock et al., 2013) de los unigenes anotados en los
transcriptomas inicial, 80/20 y 40/60, 2) Diagramas de volcan de los archivos de DESeq2

para las tres comparaciones 80/20 vs Inicial, 40/60 vs Inicial y 80/20 vs 40/60 usando
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ggplot2 Volcano plot, y 3) Un analisis de componentes principales (ACP) y una correlaciéon
de Spearman (Ramirez et al., 2016) de las nueve muestras mapeadas en HISAT2 para
proporcional una vision general entre las condiciones experimentales y entre las réplicas
de un mismo tratamiento con plotPCA (Ramirez et al., 2016).
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2.4 Resultados
2.4.1 Extracciéon de ARN y evaluacion de su calidad

La cantidad de ARN purificado estuvo entre los 65 a 161 pg. Los valores de RIN fueron

bajos para todas las muestras, oscilando entre 1,6 a 4,7 (Tabla 2 - 2).

Tabla 2 - 2. Control de calidad del ARN extraido de los estadios larvarios tempranos (Z1y
Z2) de Callinectes sapidus.

Tipo de Estadio = ARN purificado \{olumen ARN total RINZ
muestra’ larval (ng/pL) final (uL) purificado (ug)

Inicial-R1 Z1 1960,78 58 113,72 18
Inicial-R2 1 2924,95 55 160,87 26
Inicial-R3 Z1 2238,36 29 64,91 4,7
80/20-R1 z2 2748,75 45 123,69 2,0
80/20-R2 z2 1805,71 45 81,26 28
80/20-R3 z2 1568,99 45 7060 3,0
40/60-R1 z2 2739,38 46 126,01 2,4
40-60/R2 z2 1769,37 45 7962 3,1
40-60-R3 z2 2725,61 45 122,65 1,6

1. Inicial, zoeas recién eclosionadas (Z1) sin haber sido alimentadas; 80/20 y 40/60,
zoeas alimentadas durante nueve dias con rotiferos enriquecidos con la respectiva
dieta (Z2). Las réplicas (R1, R2, R3), corresponden a la repeticién del experimento con
tres diferentes nacimientos. 2. RIN: RNA Integrity Number.

2.4.2 Secuenciacién y ensamblajes de novo de los transcriptomas

Las estadisticas de secuenciacién por RNA-seq y el ensamblaje de nueve muestras de
zoeas de Callinectes sapidus se resumen en la Tabla 2 - 3. Se ensamblaron nueve librerias
de ADNc con un rango de 20,09 a 30,35 x 10° pb de lecturas crudas. Después del
procesamiento y limpieza de las secuencias de baja calidad un total de 20,01 a 30,25 x 10°
pb de lecturas limpias fueron obtenidas. Los porcentajes de Q20 y Q30 de cada libreria

estuvieron por encima de 98,87 y 95,64 % respectivamente.
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Tabla 2 - 3. Estadisticas de secuenciacion de los transcriptomas en estadios larvarios
tempranos de Callinectes sapidus.

Tipo de Estadio Lecturas _Lec_turas Lgctu_ras Q20 Q30 G/C
muestra’ larval crudas en pb limpias en limpias (%) (%) (%)
(109 pb (10°) (%) ° ° °
Inicial-R1 Z1 24,36 24,27 99,66 99,04 96,14 38,68
Inicial-R2 Z1 20,09 20,01 99,55 98,87 95,64 38,70
Inicial-R3 Z1 26,09 25,99 66,57 98,92 95,76 39,20
80/20-R1 Z2 20,47 20,42 99,71 99,03 96,05 34,53
80/20-R2 Z2 30,35 30,25 99,70 99,02 96,03 35,01
80/20-R3 Z2 20,86 20,79 99,67 98,98 9586 32,86
40/60-R1 Z2 23,94 23,86 99,66 98,97 95,87 34,67
40/60-R2 Z2 26,81 26,71 99,62 98,91 95,65 34,54
40/60-R3 Z2 26,22 26,15 99,73 99,09 96,29 33,73

1. Inicial, zoeas recién eclosionadas sin haber sido alimentadas (Z1); 80/20 y 40/60, zoeas
alimentadas durante nueve dias con rotiferos enriquecidos con la respectiva dieta (Z2). Las réplicas
(R1, R2, R3), corresponden a la repeticion del experimento con tres diferentes nacimientos.

Un total de 59.194 unigenes fueron generados en el ensamblaje del transcriptoma de novo
unificado, seguido por el inicial con 44.011 pb, y descendiendo a ~20.000 pb para 80/20 y
40/60. La longitud maxima, minima y promedio de los unigenes estuvo entre 12.600 a
17.644 pb, 49 a 52 pb y 401 a 508 pb respectivamente. El porcentaje de GC fue similar
entre los transcriptomas (41,91 a 43,00 %), y el N50 fue mas bajo en las muestras 40/60 y
80/20 (~1.200), que en el inicial y el unificado (~2.000) (Tabla 2 - 4).

Tabla 2 - 4. Resumen de los resultados de los ensamblajes de novo por secuenciacion en
Illumina de las muestras durante el desarrollo larval temprano de Callinectes sapidus.

Transcriptomas

Calculo Unificado’ Inicial? 80/20° 40/60*
No. unigenes (=500 pb) 59.194 44.011 20.393 22.926
No. unigenes (> 0 pb) 306.796 220.059 99.383 122.969
Longitud maxima (pb) 17.644 14.213 13.626 12.600
Longitud minima (pb) 49 50 52 49
Longitud promedio (pb) 480 508 424 401
Longitud total (pb) 86.393.810 68.606.723 23.311.970 25.409.533
N50 2.015 2.165 1.299 1.248
GC (%) 42,93 43,00 42,31 41,91

1. Unificado, ensamblaje de todas las muestras. 2. Inicial, ensamblaje de las tres muestras de
zoeas recién nacidas sin haber sido alimentadas. 3 y 4, ensamblajes de las tres muestras de
zoeas alimentadas durante nueve dias con rotiferos enriquecidos con la respectiva dieta (80/20
0 40/60). Las tres réplicas de cada condicién corresponden a la repeticion del experimento con
tres diferentes nacimientos.
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El 62,1% de las secuencias originadas en el transcriptoma unificado estuvieron entre <200
a 300 pb, seguidas en menor proporciéon por tamafios entre 400 a 700 pb (24,9%). La
representatividad de los unigenes entre los 800 a >3.000 pb no fue mayor del 2,1% en

cada rango respectivo (Figura 2 - 1).
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Figura 2 - 1. Distribucion general de la longitud de todos los unigenes secuenciados en el
transcriptoma unificado, en estadios larvarios tempranos de Callinectes sapidus.

2.4.3 Anotacién funcional y clasificacion de los transcriptomas

Los unigenes ensamblados en cada transcriptoma fueron buscados en las bases de datos
publicas de eggNOG-mapper con un porcentaje de anotacion entre el 29,19 al 34,01 %.
En cada archivo se depuraron mas del 90% de los unigenes anotados, por estar

relacionados con otro tipo de organismos como plantas, virus o bacterias (Tabla 2 — 5).

o Transcriptoma unificado

Basados en los resultados en blast-p, 940 especies presentan homologias con las
secuencias de C. sapidus. El phyllum Arthropoda abarca el mayor numero de especies

(69,12 %), seguido por los Cordados (30,49 %) y so6lo un pequefio porcentaje (0,39 %), es
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representado por otros phyla (Figura 2 - 2). Dentro de los Artropodos, la clase Insecta
ocupa el primer regular en representacion de especies (39,80%), seguido por el subphylum
Crustacea (20,79 %), en donde la especie mas cercana perteneciente a la misma familia
(Portunidae), fue Portunus trituberculatus con un 2,56 % de representatividad (Figura 2 -
2).

Tabla 2 - 5. Estadisticas de anotacion en eggNOG-mapper de los transcritos ensamblados
de novo en estadios larvarios tempranos de Callinectes sapidus.

Unigenes
Transcriptomas Totales Anotados Anotados Depurados Depurados
(No.) (No.) (%) (No.) (%)°
Unificado! 59.194 17.282 29,19 16.172 93,58
Inicial? 44.011 14.198 32,26 13.937 98,16
80/203 20.393 6.936 34,01 6.475 93,35
40/60* 22.926 6.976 30,43 6.469 92,73

1. Unificado: ensamblaje de todas las muestras. 2. Inicial: ensamblaje de las tres muestras de zoeas
recién nacidas sin haber sido alimentadas (Z1). 3 y 4. 80/20 y 40/60: ensamblaje de las tres
muestras de zoeas alimentadas durante nueve dias con rotiferos enriquecidos con la respectiva
dieta (Z2). 5. El calculo corresponde al porcentaje de transcritos anotados con respecto al total de
transcritos. 6: El calculo corresponde al total de transcritos depurados, con respecto a los anotados.

En el transcriptoma unificado, de acuerdo con la ontologia génica (GO), un total de 13.162
unigenes fueron asignados a por lo menos un término. La categoria mas representada fue
procesos biologicos (96,63 %), seguida por componentes celulares (94,44 %) y finalmente
funcién molecular (86,79 %). Los términos mas enriquecidos en cada categoria fueron
proceso celular (10,74 %) dentro de procesos biolégicos, interaccion molecular (43,15 %)
en funcidon molecular, y célula y parte celular (17,82 % cada una) dentro de componentes

celulares (Figura 2 - 3).

= Transcriptomas por condicién: inicial, 80/20 y 40/60

En los transcritos ensamblados por tipo de muestra, el nimero de unigenes anotados fue
mucho mayor en el inicial (jError! No se encuentra el origen de la referencia.), esta
condicidon corresponde al momento en que las zoeas eclosionaron en su primer estadio
(Z1), antes de recibir cualquier tipo de alimentacion exdégena. Por el contrario, en los
transcriptomas 80/20 y 40/60, el numero de unigenes se redujo casi un 50 % (jError! No

se encuentra el origen de la referencia.), correspondiendo a la condicién de las zoeas
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luego de haber sido alimentadas por nueve dias con cada una de las respectivas dietas,
momento en el cual el 88,83 + 5,16 % de las larvas han alcanzado el segundo estadio (Z2),

de acuerdo con los resultados presentados en el primer capitulo de este documento.

Hippoglossus hippoglossus 64 (1,03%)
Otros Clase Actinopteri
741 (11,95%)

Clase Insecta
2.467 (39,80%)

Otros Clase Malacostraca
1.046 (16,87%)

Portunus trituberculatus 159 (2,56%)
Homarus americanus 151 (2,44%)

Procambarus clarkii 108 (1,74%)
Eriocheir sinensis 104 (1,68%)
Penaeus japonicus 95 (1,53%)

Penaeus vannamei 89 (1,44%)

Penaeus monodon 72 (1,16%)

Clase Brachiopoda 130 (2,10%)
: Otrasclases 113 (1,82%)

Otras clases 153 (2,47%)
Clase Arachnida 376 (6,07%)

H i

Subphylum Crustacea (20,79%)

Phylum Arthropoda (69,12%)

:

Figura 2 - 2. Resultados de distribucion de especies en el transcriptoma de novo unificado
que presentan homologia con las secuencias de estadios larvarios tempranos de
Callinectes sapidus, obtenido mediante blast-p en la base de datos de NCBI NR (non-
redundant protein).

En el diagrama de Venn se observan los diferentes niveles de agrupacién de los transcritos
entre las tres condiciones (Figura 2 - 4). Unicamente el 32 % de los unigenes del
transcriptoma inicial estan asociados con las otras muestras, mientras que en las dietas
este nivel de asociacién aumentd entre un 50 a 52 % para 40/60 y 80/20 respectivamente
(Figura 2 - 4).
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Numero de Genes

0 2.000 4.000 6.000 8.000 10.000 12.000 14.000
1 1 1 1 1 1
Proceso celular 11.983
Proceso metabdlico | 9.590
Regulacion bioldgica A 9.121
Regulacion de procesos bioldgicos 1 8.442
Procesos de organismos multicelulares 1 7.666
aa estimulos | 7.407
Organizacion de los componentes celulares o biogénesis 1 7.132
Procesos de desarrollo | 7.051
Localizacién | 6.194
[7,) Regulacion positiva de procesos biolégicos : 5.304
(@] Regulacion negativa de procesos biolégicos 5.078
O Sefializacion | 4.916
O Adhesidn entre organismos unicelulares I— 3.137
\9 Reproduccion |— 3.057
(@] Procesos reproductivos i 2.976
E Movimiento |ee— 2.555
(%) Procesos del sistema inmune [me—— 2,296
8 Proliferacion de la poblacién celular : 1.989
w Comportamiento |wesss—— 1.795
8 Crecimiento [ 1.779
o Organizacion de la estructura extracelular = 922
a Procesos ritmicos w582
Pigmentacion T= 340
Desintoxicacion |1 146
Muerte celular | 65
Uso de carbohidratos | 16
Ensamblaje del complejo de preiniciacion de ARN polimerasa Il 1 16
Regulacion de la actividad de la proteina quinasa dependiente de ciclina 1 16
Regulacion positiva de la actividad de la proteina quinasa dependiente de ciclina 1 16
Fase biolégica 1 16
Agregado celular | 16
Interaccién molecular 8.458
Actividad catalitica | 5.498
g Regulador de funciones moleculares :— 1.213
e Actividad de transporte |m— 1.148
8 Actividad reguladora de la transcripcion :— 1.132
5 Actividad molecular estructural e 1019
@) Actividad molecular de transduccién == 550
2 Union del factor de transcripcion = 226
= Unidn al factor de iniciacién de la transcripcion general de la ARN polimerasa Il J 8
\o Actividad reguladora de la traduccién ] 81
G Actividad antioxidante f 81
2 Actividad de receptor de carga 49
-] Actividad de portador molecular i 32
u- Union a proteinas de clase TBP 116
Proteina marcada | 16
Parte celular 12.080
b Célula 12.080
o Organelo 10.108
5 Parte de organelo 8.232
o] Membrana 5.676
d Complejo proteinico 5.385
(] Lumen encerrado en membrana 5.013
m Parte de membrana |e—————— 3 833
= Regidn extracelular 1.375
|.|Z.| Sinapsis |mes—— 1,181
=z Componente extrinseco de membrana sindptica [mess= 970
(@) Complejo supramolecular [fmesss 873
a Union celular  [fmssss 857
E Nucleoide 65
8 Simplasto | 49
Otras partes de organismos 16

Figura 2 - 3. Clasificacién de acuerdo con la ontologia génica (Gene ontology — GO) de
unigenes no redundantes ensamblados en el transcriptoma de novo unificado de estadios
larvarios tempranos de Callinectes sapidus. Todos los unigenes anotados fueron
agrupados en tres subcategorias funcionales en WEGO 2.0: procesos biolégicos, funcion
molecular y componentes celulares. El grafico de barras muestra el nimero de unigenes
involucrados en cada uno de los principales términos funcionales.
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Figura 2 - 4. Diagrama de Venn de los resultados de anotacion con eggNOG-mapper V2
durante el desarrollo larval temprano de Callinectes sapidus en diferentes condiciones
(inicial, 80/20 y 40/60). " Inicial: zoeas recién eclosionadas sin haber sido alimentadas (Z1).
2y3 80/20 y 40/60: zoeas después de haber sido alimentadas durante nueve dias con la
respectiva dieta (Z2).

En la clasificacién de rutas en KEGG pudo observarse que al momento de nacer las zoeas,
sin haber sido alimentadas (Z1), un total de 6.947 unigenes se encontraban activos (inicial).
Después de nueve dias de ser alimentadas con la dieta 80/20 y 40/60 (Z2), el nimero de
genes se redujo a 4.813 y 4.698 respectivamente (Figura 2 - 5). En los tres transcriptomas,
la categoria “sistemas del organismo” fue la mas representativa (32,58 a 33,60 %), el resto
presento variaciones por categoria. El término mas dominante en los transcriptomas de las
cinco categorias principales fue el procesamiento de la informacion ambiental,

representado en la transduccion de sefales (Figura 2 - 5).

El analisis de componentes principales permitié proporcionar una imagen general de las
diferencias entre los transcritos por grupos e intra-grupos. Los dos primeros componentes
principales explicaron el 72,1 % de la varianza (62,5 y 9,6 % de la varianza total,
respectivamente). Se observa un agrupamiento claro de las zoeas recién nacidas (Z1)
antes de haber sido alimentadas (inicial), y un grupo mas disperso después de nueve dias
de haber sido alimentadas con las dietas 80/20 y 40/60 (Z2), donde se presentaron
diferencias intra-grupales entre algunas de las réplicas (Figura 2 - 6A), que también se

reflejan en los coeficientes de correlacion (Figura 2 - 6B).
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§ Metabolismo de cofactores y vitaminas 104
E Metabolismo de nuclectidos 100
Metabolismo de otros aminoécidos 58
Biosintesis de terpenos y policétidos 24
Metabolismo y degradacién de xenobiontes | 8

Biosintesis de otros metabolitos secundarios

18,07%

19,24%

19,46%

Figura 2 - 5. Clasificacion de las rutas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) mediante KASS, de unigenes no redundantes
ensamblados de novo en estadios larvarios tempranos de Callinectes sapidus. Todos los unigenes anotados se asignaron a cinco categorias KEGG:
sintesis del organismo, procesos celulares, procesamiento de la informacién genética y ambiental, y metabolismo. El grafico de barras muestra el
numero de unigenes involucrados en cada ruta principal de KEGG. 1. Inicial, trasncriptoma de zoeas recién nacidas sin haber sido alimentadas
(Z1). 2 y 3, trasnscriptomas de zoeas (Z2) alimentadas durante nueve dias con la respectiva dieta (80/20 y 40/60).
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Figura 2 - 6. Analisis de componentes principales, basado en los transcriptomas originados
en HISATZ2 de las muestras de estadios larvarios tempranos de Callinectes sapidus. Inicial:
transcriptomas por réplica de zoeas recién nacidas sin haber sido alimentadas (Z1). 80/20
y 40/60: transcriptomas por réplica de zoeas (Z2) alimentadas durante nueve dias con la
respectiva dieta (A). Mapa de calor de los coeficientes de correlacion de Spearman de los
respectivos transcriptomas (B). Las tres réplicas de cada condicion (R1 a R3)
corresponden a la repeticion del experimento con tres diferentes nacimientos.

2.4.4 Identificacion de los unigenes diferencialmente expresados
(DEGS)

El analisis comparativo de los transcriptomas se realiz6é en tres grupos: 80/20 vs Inicial,
40/60 vs Inicial y 80/20 vs 40/60. Se detectaron los genes diferencialmente expresados (P-
ajustado < 0,05 y log2 (fold change) > 0,5), como respuesta a la condicién de las larvas
después de haber sido alimentadas durante nueve dias con la respectiva dieta (80/20 o
40/60). Un total de 589 y 1.576 genes fueron significativamente expresados en 80/20 vs
Inicial y 40/60 vs Inicial, mientras que entre 80/20 vs 40/60 no se presentaron diferencias
significativas (Figura 2 - 7).
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En la comparacion 80/20 vs Inicial, un total de 223 genes se regularon positivamente, y
366 se regularon negativamente (Figura 2 - 7A). En 40/60 vs Inicial, 539 genes se regularon

positivamente, y 1.037 negativamente (Figura 2 - 7B)

A 80/20 vs Inicial B 40/60 vs Inicial (o 80/20 vs 40/60

V Negativamente @ No A Positivamente V Negativamente @ No A Positivamente © No

366 223
1.037 539
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Figura 2 - 7. Gréficas de volcan de expresiéon de genes en estadios larvarios tempranos de
Callinectes sapidus en los grupos de comparacion 80/20 vs Inicial (A), 40/60 vs Inicial (B),
y 80/20 vs 40/60 (C). Los puntos rojos y azules representan genes diferencialmente
expresados (DEGSs) significativamente regulados (P-ajustado < 0,05), ya sea de manera
positiva (log2 (fold change) > 0,5) en color rojo, o negativa (log2 (fold change) <0) en azul.
Los puntos grises corresponden a genes no regulados diferencialmente.

2.4.5 Caracterizacion de los genes putativos que intervinieron en
la digestion de las dietas, de los DEGs sobre-regulados en
las comparaciones 80/20 vs Inicial y 40/60 vs Inicial

En la caracterizaciéon de los genes putativos que participaron en la digestion del alimento
(DEGs regulados positiva y significativamente, P-adj < 0,05, y log2 (FC) > 0,5), se
observaron diferencias entre condiciones. En 80/20 vs Inicial, las zoeas presentaron cinco
genes participando sélo en cuatro de las 10 rutas metabdlicas del sistema digestivo:
secreciones salivales (ko-04970), de acido gastrico (ko-04971), digestion y absorcién de
proteinas (ko-04974) y minerales (ko-04978). En 40/60 vs Inicial se sobre-expresaron 13
genes, los identificados en las rutas mencionadas anteriormente, ademas de los

involucrados en secreciones pancreaticas (ko-04972) y biliares (ko-04976), asi como en la
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digestién y absorcién de grasas (ko-04975), carbohidratos (ko-04973), y colesterol (ko-
04979) (Tabla 2 - 6).

Los procesos celulares relacionados con el transporte y catabolismo fueron las ruta con
mayor sobre-expresion de genes, identificando un total de 13 genes en 80/20 y 46 en
40/60, donde el lisosoma (ko-04142) estuvo mayormente representado, detectando la
presencia de algunas enzimas digestivas, principalmente proteasas, unas pocas

glucosidasas y dos lipasas sélo en 40/60 (Tabla 2 - 6).

En las rutas relacionadas con el metabolismo de lipidos, aminoacidos (AA) y carbohidratos
(CBH), se identificaron varios tipos de enzimas reguladas positiva y significativamente (P-
adj < 0,05, y log2 (FC) > 0,5). En las zoeas (Z2) después de nueve dias de haber sido
alimentadas con la dieta 80/20, se observé la presencia de cuatro enzimas que
intervinieron uUnicamente en cuatro de las 16 rutas metabdlicas existentes en el
metabolismo de lipidos: biosintesis de acidos grasos (ko-00061), y su degradacién (ko-
00062), y metabolismo de acido araquidénico (ko-00590), y de esfingolipidos(ko-00600).
Las Z2 alimentadas con 40/60 presentaron actividad de 15 enzimas, y su presencia en 10
rutas metabdlicas No se detectaron genes sobre-regulados en ninguna de las dos dietas
para la biosintesis secundaria de acidos biliares (ko-00121), hormonas esteroides (ko-
00140), glicerolipidos (ko-00561), acido linoléico (ko-00591) y a-linolénico (ko-00592)
(Tabla 2 - 7).

En las larvas alimentadas con la dieta 80/20, se identificaron 10 enzimas sobre-reguladas,
relacionadas con el metabolismo de siete AA (arginina ko-00220, alania, aspartato y
glutmato ko-00250, arginina y prolina ko-00330, histidina ko-00340, y tirosina ko-00350).
En 40/60, las 12 enzimas identificadas participaron en el metabolismo de los AA
anteriormente mencionados, ademas de la glicina, serina y treonina (ko-00260), cisteina y
metionina (ko-00270), valina, leucina e isoleucina (ko-00280) y triptéfano (ko-00380) (Tabla
2 - 8). Para el metabolismo de otros AA, solo se detectdé en ambas condiciones, el
metabolismo de B-alanina (ko-00410), compuestos del selenio (ko-00450) y glutation (ko-
00480) (Tabla 2 - 8).
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El metabolismo de CBH para los tratamientos 80/20 y 40/60 identifico un total de 11y 19
enzimas respectivamente, participando en las rutas de glucdlisis/gluconeogénensis (ko-
00010), ciclo del citrato (ko-00020), metabolismo de almidon y sacarosa (ko-00500),
metabolismo de amino azucares y nucledtidos (ko-00520), y metabolismo de piruvato (ko-
00620) y glioxilato y dicarboxilato (ko-00640). Adicionalmente en 40/60 se detectaron
enzimas en la ruta de la pentosa-fosfato (ko-00030), interconversion de pentosa y
glucuronato (ko-00040), metabolismo de galactosa (ko-00052), ascorbato y aldatrato (ko-
00053) y del propanato (ko-00640) (Tabla 2 - 9).

91






Tabla 2 - 6. Genes putativos positivamente regulados y expresados diferencialmente (P-ajustado < 0,05; log2 (fold change) > 0,5),
identificados en las rutas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) asociados con el transporte y catabolismo de nutrientes
en el sistema digestivo y procesos celulares, en estadios larvarios tempranos de Callinectes sapidus en los grupos de comparacion
80/20 vs Inicial y 40/60 vs Inicial.

?::i?ool:;al Ruta Gen Nombre Comentarios Unigene (Ii:%g)zz
Secrecion salival . Estimulacion para producciéon de  NODE_37575_length_742_cov_14.098124_g2
. (ko-04970) CALM Calmodulina saliva 6729_i0.p1 4,79
£~ . Funcionamiento celular, soporte = NODE_21266_length_1313_cov_60.161392_g
N O - ’ — | _ | | . .
e 2 Secrecion de acido ACTB_GT B-actina estructural 13790_i0.p1 5,50
2] gastrico (ko-04971) . Regulacion de secreciones NODE_37575_length_742_cov_14.098124_g2
%__g) CALM Calmodulina géstricas 6729_i0.p1 4,79
T o Dig. y abs.de .
25 proteinas PRCP ('-3;%?)‘)’5”2' E;%Z(aaa Proteasa (EC 3.4.16.2) Q‘%DE—Sfm—'e”gth—“04—C°"—24'479542—93 1,58
52 (ko-04974) pep -
= B —
o Absorcion de SLC39A4, . . . NODE_20885_length_1335_cov_3.761275_g1
minerales Transportador de zinc Absorcién de zinc : 5,39
ZIP4 3544 _i0.p1
(ko-04978)
s Mitofagia animal RP-L40e, Subunidad grande de o NODE_57337 length_512_cov_17.617711_g4
© ko-04137) RPL40, ubiquitina proteina Proteina ribosomal 5363_i0.p1 5.57
£ ( UBA52 ribosomica L40e -
4 Autofagia animal . NODE_23555_length_1194_cov_5.768559 g1
> _ _lengtn_ _COV_. _9
S . (ko-04140) CTSD Catepsina D. Proteasa (EC 3.4.23.5) 5389_i0.p1 6,16
~ O
=3 ® g LGMN Legumaina Proteasa (EC 3.4.22.34) ;‘&D%—F?fm—length—m15—C°V—24'495108—93 1,67
O = -
‘—3“ é Lisosoma CTSD Catepsina D Proteasa (EC 3.4.23.5) Q%BE@ZSE 95_length 1194 _cov_5.768559_g1 6,16
T ® P
S 3 (ko-04142) B-L-N- , NODE_3838_length_3737_cov_250.691703_g
2 ; HEXA_B acetilhexosaminidasa. Glucosidasa (EC 3.2.1.52) 1040_i13.p1 6,17
(%] ;
i . Recubre las vesiculas NODE_20604_length_1354_cov_2.570881_g1
§ % CLTC Clatrina intracelulares 3348_i0.p1 5,08
o c . Recubre las vesiculas NODE_20604_length_1354_cov_2.570881_g1
£ Endocitosis cLTc Clatrina intracelulares 3348_i0.p1 >08
(ko-04144) oo Subunidad del complejo Invaginacion de membrana NODE_24478 length_1148_cov_8.189263 g1 5 5,
Fagosoma . Funcionamiento celular, soporte  NODE_21266_length_1313_cov_60.161392_g
(ko-04145) ACTB_G1 Actina F estructural 13790_i0.p1 5,50
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(ko-04979)

del casete de union a ATP

723_i0.p1

(f:uar:?:?oor:;al Ruta Gen Nombre Comentarios Unigene (I;:(:?)zz
_— Proteina residente del reticulo NODE_24037_length_1171_cov_7.591800_g1
CALR Calreticulina endoplasmatico 5753_i0.p1 572
TUBB Tubulina Microtubulos del citoesqueleto '1\1%2572)8:3 8 _length_1494_cov_65.782007_g 9,22
. - NODE:20733_Iength_1345_cov_393.175926_
Peroxisoma PEX6 Peroxina 6 Trafico de membrana 913437 i0.p1 3,42
(ko-04146) . . Sistema antioxidante (EC NODE_39036_length_716_cov_13.358321_g2
PRDX1 Peroxirredoxina 1 1.11.1.24) 8053_i0.p2 5,89
Secrecion salival . Estimulacion para la produccion  NODE_37575_length_742_cov_14.098124_g2
(ko-04970) CALM Calmodulina de saliva 6729_10.p1 5,76
. Funcionamiento celular, soporte  NODE_21266_length_1313_cov_60.161392_g
Secrecion de acido ACTB_G1 B-actin estructural 13790_i0.p1 5,54
gastrico (ko-04971) . Regulacion de secreciones NODE_37575_length_742_cov_14.098124_g2
CALM Calmodulina gastricas 6729 _i0.p1 5,76
) Secreciones . .
% pancredticas RAC1 Rac GTPasa 1 Regul_a0|on de secreciones 213%[;E§1 03235_Iength_2289_cov_35.346429_g 1,39
@ (ko-04942) exocrinas _13.p
2 -
(‘; Dig. y e_lbs. de Serina/treonina proteina Regulacion de glucdlisis NODE_27482_length_1022_cov_31.391572_¢g
£ carbohidratos AKT ; if EC 27111 18338 i0.p1 2,64
_ 5 (ko-04943) quinasa no especifica ( 7.11.1) _10.p
S ® -
© %) Dig. y abs.de . .
= > proteinas PRCP ('-3;?;‘)’5”2' 't:i’(';‘; g(aaa Proteasa (EC 3.4.16.2) Q‘%DE—Sfm—'e”gth—“04—C°"—24'479542—93 1,76
4 g (ko-04974) pep _I0.
2 'g MTTP. MTP Proteina microsomal trans-  Procesamiento y transporte de NODE_SSO1_Iength_3880_cov_27.178282_92 0.87
§r o Dig. y abs.de ’ feridora de triglicéridos grasas de la dieta 294_i0.p1 ’
5 - —
o grasas (ko-04975) Miembro 5 de subfamilia G NODE_8880_length_2491_cov_43.297297_g5
T ABCG5 del casete de unién a ATP Transporte de esteroles 723_i0.p1 1,05
@ Secreciones biliares Miembro 5 de subfamilia G NODE_8880_length_2491_cov_43.297297 g5
[o ! ! _ ! _ _
E (ko-04976) ABCGS del casete de union a ATP 17ansporte de esteroles 723_i0.p1 105
% ghgang’ Transportador de zinc Absorcion de zinc Q&BEBZ&S 85_length_1335_cov_3.761275_g1 4,79
Absorcion de » Almacenamiento de Fe NODE_17107_length_1588_cov_607.359974_
minerales FTH1 Ferritina (EC 1.16.3.2) 94256_i4.p1 127
(ko-04978) ATP7A ATPasa Tipo P de unibn a  Absorcion de cobre NODE_4024_length_3664_cov_14.904011_g2 1.95
Cobre (EC 7.2.2.8) 214_i1.p1 '
Met. de colesterol ABCG5 Miembro 5 de subfamilia G Transporte de esteroles NODE_8880_length_2491_cov_43.297297_g5 1,05
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hidrolasa

8760_i0.p1

95

Categoria . . Log2
funcional Ruta Gen Nombre Comentarios Unigene (FC)?
RP-L40e, Subunidad grande de
RPLA40, ubiquitina proteina Proteina ribosomal 213%2Ei65713 37_length _512_cov_17.617711_g4 5,49
UBA52 ribosémica L40e P
Mitofagia animal RP-S27Ae, Subunidad pequefia de
(ko-04137) RPS27A, ubiquitina proteina Proteina ribosomal Ns%gg—i?)zgf length_2593_cov_5170.634041_ 0,88
UBA80 ribosomica S27Ae gosve P
N Regulador de la degradacion de  NODE_17023_length_1596_cov_7.084034_g1
UBC Ubiquitina C proteinas 0940_i0.p1 3,73
AKT Serinaltreonina-proteina g:t:‘é'ﬁﬁgcg?rgsgﬁ];%fo”'az'on NODE _27482_length_1022_cov 313915729, ¢,
quinasa (EC 2.7.11.1) 18338_i0.p1 ’
RAB1A Proteina de union asociada Requla transporte de vesiculas NODE_29695_length_944 cov_5.478212_g20 432
a Ras 9 P 098_i0.p2 ;
Autofagia animal HMGB1 Proteinas de alta movilidad Proteina de sefializacién en NODE_23454_length_1198_cov_926.182768_ 0.96
S (ko-04140) del grupo 1 procesos celulares g15313_i0.p1 )
0w & CTSD Catepsina D. Proteasa (EC 3.4.23.5) Mo r2oo95 Jengih_1194_cov_5.768559 01 = 5 44
= e 6 _|0.p1
5 £3 cTS Catepsina L Proteasa (EC 3.4.22.15) g‘g%D%—518830—'ength—974—°°"—5'811892—919 3,46
£ DT :
4 § i CTSB Catepsina B Proteasa (EC 3.4.22.1) T%D%—SE 98_length_3256_cov_31.711257_g3 0,94
[=} »n _.CI_.! 1V,
g § ’g LGMN Legumaina Proteasa (EC 3.4.22.34) ;‘&DE—§$16—|ength—3115—C°V—24'495108—93 1,64
< = » ==
a2 . . NODE_3781_length_3761_cov_225.131466_g
g CTSA, CPY Carboxipeptidasa C Proteasa (EC 3.4.16.5) 1379_id.p1 1,79
- CTSB Catepsina B Proteasa (EC 3.4.22.1) ?%DE—;Z 98_length_3256_cov_31.711257_g3 0,94
CTSL Catepsina L Proteasa (EC 3.4.22.15) glé;DE—sf 830_length_974 _cov_5.811892_g19 3,46
] CTSD Catepsina D Proteasa (EC 3.4.23.5) 2‘3%3%2515’55—'9”@“—1194—°°"—5'768559—91 5,41
isosoma -
X N . NODE_33524_length_833_cov_3.227041_g23
(ko-04142) TPP1, CLN2 Tripeptidil-peptidasa | Proteasa (EC 3.4.14.9) 245_i0.p1 5,03
[B-L-N- . 1 NODE_3838_length_3737_cov_250.691703_g
HEXA B acetilhexosaminidasa. Glucosidasa (EC' 3.2.1.52) 1040 _i13.p1 5,87
. . . NODE_12544_length_2007_cov_6.556691_g8
uidA, GUSB B-glucuronidasa. Glucosidasa (EC 3.2.1.31) 077_i0.p1 1,49
SMPD1, ASM Esflngpmlellna Esfingomielinasa (EC 3.1.4.12) NOD!E_43606_Iength_645_cov_6.620805_932 2.11
fosfodiesterasa 213 i0.p1
PPT Palmitoil [proteinal Lipasa (EC3.1.2.22) NODE_28011_length_1003_cov_4.492662_g1 461



399 i0.p1

Categoria . . Log2
funcional Ruta Gen Nombre Comentarios Unigene (FC)?
cLTC Clatrina Recubre las vesiculas NODE_20604_length_1354_cov_2.570881_g1 439
intracelulares 3348 _i0.p1
DNM1_3 Dinamina GTPasa Proteasa (EC 3.6.5.5). g‘gaoﬁ—gfm—'ength—853—°°"—36'682836—98 2,91
MADHIP, Mothers against . ) o NODE_17887_length_1530_cov_10.894666_g
SARA decapentaplegic interacting Via de sefalizacion 5638 | 3,90
’ _i1.p1
protein
SPG20 Espartina Inte’rvllene en almacena-miento NODE_16644_length_1625_cov_6.953046_g2 266
de lipidos 281 i2.p1
cLTC Clatrina Recubre las vesiculas NODE._20604_Iength_1354_cov_2.570881_g1 4,39
intracelulares 3348 _i0.p1
o E3 ubiquitina-proteina Interviene en degradacioén de NODE_11494 length_2129 cov_8.493269 g3
Endocitosis NEDD4, RSPS ligasa NEDD4 proteinas (EC 2.3.2.26) 493_i1.p1 3,24
= (ko-04144) NODE_15232_length_1745_cov_36.422759.9  ; o7
= Proteina relacionada con . . 9787_i0.p1 ’
— 82 ACTRS, ARP3 1 ctina 3 Controla la deposicion de actina  —Apr—49g5 jength_3345_cov_993.692658_g 11
.g © _8 3255 _i0.p1 ’
—— 2 S . e .
£ 8 RAB5C Proteina de unién asociada Regula la endocitosis temprana I;I%D%_219302_Iength_957_cov_4.234581_g19 403
4 @ = a Ras _10.p
o ’ .
g 2 e VPS35 Prote!na vacuolar asociada Implicada en autofagia lglQg)E1_762_Iength_6090_cov_55.254759_918 0.89
S S8 al ortélogo 35 _I2.p
h s 9 TSG101 . .
o c ’ Subunidad del complejo L NODE_24478 length_1148_cov_8.189263 g1
© p - - — = -
g \S/'Fr’gg% ESCRT-I TSG101 Invaginacion de membrana 6074_i0.p1 2,89
ACTB_G1 Actina F Funcionamiento celular, soporte NODE__21266_Iength_1313_cov_60.161392_g 554
estructural 13790 _i0.p1
RAB5C Proteina de unién asociada Regula la endocitosis temprana NODE_29302_Iength_957_cov_4.234581_g19 4,03
a Ras 776_i0.p1
CALR Calreticulina Proteina re§|gente del reticulo NODE_24037_length_1171_cov_7.591800_g1 536
endoplasmatico 5753 _i0.p1
Fagosoma DYNC1I, Dineina citoplasmatica 1 Transporte intracelular NODE_3841_length_3735_cov_318.157895_g 157
(ko-04145) DNCI cadena intermedia P 1196_i3.p1 ’
TUBA Tubulina a Microtubulos del citoesqueleto 37%35—'2)2;18 3_length_2049_cov_249.283000_ 1,25
TUBB Tubulina Microtubulos del citoesqueleto '1\11(?3%572)8:3 8 _length_1494_cov_65.782007_g 8,96
CTSL Catepsina L. Proteasa (EC 3.4.22.15) NODE_28830_length_974_cov_5.811892_g19 3,46

96



Categoria

Log2

funcional Ruta Gen Nombre Comentarios Unigene (FC)?
Sustrato 1 de toxina . .
RACH botulinica C3 relacionada Conduce cambios en morfologia NODE__10235_Iength_2289_cov_35.346429_g 1,35
nuclear 2397 _i3.p3
con Ras
. e NODE_20733_length_1345_cov_393.175926_
PEX6 Peroxina 6 Trafico de membrana 913437 i0.p1 3,37
— PEX12 Peroxina 12 Trafico de membrana NODE_13088_length_1517_cov_121.408038_ 1,28
S 98380 _i1.p2
€
= 3.0 PEX11 Peroxina 11 Trafico de membrana ;‘%D%—sz 26_length_3142_cov_95.195280_g3 0,77
[ 5o 0.
] S8 . . Sistema antioxidante (EC NODE_39036_length_716_cov_13.358321_g2
ﬁ @ ~§ PRDX1 Peroxirredoxina 1 1.11.1.24) 8053_i0.p2 5,53
> D > p —
o 3@  Peroxisoma (ko- Superéxido dismutasa, Proteinas antioxidantes con NODE_16822_length_1610_cov_52.891095_g
) ot SOD1 Py cofactores Cu o Zn (EC 10809 10 01 1,59
S o0 04146) familia Cu-Zn 11511 _i0.p
S De- 2 .15.1.1)
c ACOX1, . . . L. NODE_13472_length_1904_cov_1703.138005
g ACOX3 Acil-CoA oxidasa. B-oxidacion AG (EC 1.3.3.6) 98644 i0.p1 1,50
HSD17B4 Enoil-CoA hidratasa 2 B-oxidacion (EC 4.2.1.119) 2‘5%05)—;‘15166—'e”gth—625—°°"—3'746528—933 3,88
fadA. fadl Acetil-CoA aciltransferasa Sintesis de mevalonato NODE_31264_length_893_cov_3.901659_g21 335
' 1 (tiolasa) (EC 2.3.1.16) 381_i0.p1 ’
CRAT Carnitina O- Transporte de Ac. grasos NODE_4487_length_3500_cov_61.591713_g2 266

acetiltransferasa.

(EC 2.3.1.7)

930_i0.p1

1: Es el numero EINECS (European Inventory of Existing Comercial Chemicals) o nimero ELINCS (European List of Notified Chemical Substances). 2: Fold change (FC).
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Tabla 2 - 7. Genes putativos de enzimas positivamente reguladas y expresadas diferencialmente (P-ajustado < 0,05; log2 (fold change)
> 0,5), identificadas en las rutas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) asociadas al metabolismo de lipidos en estadios
larvarios tempranos de Callinectes sapidus en los grupos de comparacion 80/20 vs Inicial y 40/60 vs Inicial.

dos (ko-00561)

Categoria . . Cédigo . Log2 No
funcional Gen Nombre de la enzima Tipo EC2 Unigen (FC)® hits
Biosintesis de Acil-CoA sintetasas de cadena 4 .
AG! (ko-00061) ACSBG larga Lg 6.2.1.3 NODE_45312_length_623_cov_4.045296_g33794_i0.p3 5,34 1
& Degradacion de Acil-CoA sintetasas de cadena .
2 AG (ko-00071) ACSBG larga Lg 6.2.1.3 NODE_45312_length_623_cov_4.045296_g33794_i0.p3 5,34 1
» Met.de acido 5.3.99.2 NODE_23863_length_1180_cov_3.858532_g15616_i0.p2 5,05 1
> araquidénico HPGDS Prostaglandina-D sintasa 15 .
& (ko-00590) 5.3.99.2 NODE_55491_length_526_cov_2.725367_g43552_i0.p1 4,71 1
(=3 .
© Metabolismode  pya B B-L-N-acetilhexosaminidasa. He 3.2.1.52 NODE_3838_length 3737 _cov_250.691703_g1040_i13.p1 6,17 1
esfingolipidos
(ko-00600)
Biosintesis de ACSBG Acil-CoA sintetasas de cadena L 6.2.1.3 NODE_14144_length_1842_cov_3.601227_g9073_i0.p1 5,74 1
AG (ko-00061) larga 9 6.2.1.3 NODE_18289_length_1504_cov_4.239175_g11769_i0.p1 0,99 1
Elongacion de o . . .
AG (ko-00062) PPT Palmitoil[proteina] hidrolasa H 3.1.2.22 NODE_28011_length_1003_cov_4.492662_g18760_i0.p1 4,61 1
ACSBG Acil-CoA sintetasas de cadena L 6.2.1.3 NODE_14144 length_1842_ cov_3.601227_g9073_i0.p1 5,74 1
larga 9 6.2.1.3 NODE_18289_length_1504_cov_4.239175_g11769_i0.p1 0,99 1
—= Degradacionde  ACOX1 . . )
© ’ _ 7
3 AG (ko-00071) ACOX3 Acil-CoA oxidasa (@] 1.3.3.6 NODE_13472_length_1904_cov_1703.138005_g8644 _i0.p1 1,50 1
(= . .
o fadA, fag  Acetil-coenzima A T8 23116 NODE_31264_length_893 _cov_3.901659_g21381_i0.p1 335 1
> aciltransferasa 1
& Biosintesis de
) esteroides DHCR7 7-dehidrocolesterol reductasa (6] 1.3.1.21 NODE_9908_length_2330_cov_16.632617_g6383_i0.p1 1,47 2
(ko-00100)
- — S -
Séozéptl;lirl?:rgz HSD17B4 30,7a,120-trihidroxu-5B-colest- L 4.2.1.107 NODE_45166_length_625_cov_3.746528_g33658_i0.p1 3,88 2
o 00120) 24-enoil-CoA dehidratasa L 421119 NODE_45166_length_625_cov_3.746528_g33658_i0.p1 388
Metabolismo de T .
) -~ pPgsA, CDP-diacilglicerol glicerol-3- .
glicerofosfolipi PGS1 fosfato 3-fosfatidiltransferasa T 2.7.8.5 NODE_6633_length_2931_cov_1140.831367_g3277_i1.p1 0,72 1
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Categoria . . Caédigo . Log2 No
funcional Gen Nombre de la enzima Tipo EC2 Unigen (FC)®* hits
Met. de ésteres Pl il etanolami
en lipidos (ko-  TMEM189 asmantt elanolamina o) 1.14.19.77 NODE_41712_length_672_cov_13.147673_g30470_i0.p1 217 1
desaturasa
00565)
Met.de acido
araquidoénico HPGDS Prostaglandina-D sintasa | 5.3.99.2 NODE_23863_length_1180_cov_3.858532_g15616_i0.p2 3,91 1
(ko-00590)
ASAH2 Ceramidasa H 3.5.1.23 NODE_33331_length_838_cov_3.650190_g23090_i0.p1 499 3
Meftabolis_mo de  SMPDT, Esfingomielina fosfodiesterasa H 3.1.4.12 NODE_43606_length_645_cov_6.620805_g32213_i0.p1 2,11 1
esfingolipidos ASM
(ko-00600) SMPD2 Esfingomielina fosfodiesterasa 2 H 3.1.4.12 NODE_4565_length_3477_cov_27.060677_g2989_i0.p1 0,69 1
HEXA B B-L-N-acetilhexosaminidasa. H 3.2.1.52 NODE_3838_length_3737_cov_250.691703_g1040_i13.p1 5,87 1
Bios. Ac. grasos .
insaturados HSD17B4 o470 12a-trihidroxu-5@-colest- L 4.2.1.107 NODE_45166_length_625_cov_3.746528 g33658_i0.p1 388 2
(ko-01040) 24-enoil-CoA dehidratasa

1: Acidos grasos (AG). 2: Es el numero EINECS (European Inventory of Existing Comercial Chemicals) o nimero ELINCS (European List of Notified Chemical
Substances). 3: Fold change (FC). 4: Ligasas (Lg). 5: Isomerasas (l). 6: Hidrolasas (H). 7: Oxidoreductasas (O). 8: Transferasas (T). 9: Liasas (L).
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Tabla 2 - 8. Genes putativos de enzimas positivamente reguladas y expresadas diferencialmente (P-ajustado < 0,05; log2 (fold change)
> 0,5), identificadas en las rutas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) asociadas al metabolismo de aminoacidos (AA),
en estadios larvarios tempranos de Callinectes sapidus en los grupos de comparacion 80/20 vs Inicial y 40/60 vs Inicial.

Categoria . . Codigo . Logz No
funcional Gen Nombre de la enzima Tipo EC Unigen (FC)> hits
InA. GLUL Glutamato—amoniaco Lo? 6.3.1.2 NODE_21699_length_1289_cov_20.069355_g14073_i0.p1 6,73 1
Biosintesis de gina, ligasa. 9 6.3.1.2 NODE_22079_length_1268_cov_4.971288_g14346_i0.p1 519 1
arginina (ko-00220) argG, ASS1 A.rg'n'nsucc'nato Lg 6.3.4.5 NODE_31878_length_875 cov_3.153753_g21888_i0.p1 490 1
sintasa.
Metabolismo de Argininsuccinato )
. argG, ASS1 . Lg 6.3.4.5 NODE_31878_length_875_cov_3.153753_g21888_i0.p1 490 1
— alanina, aspartato y sintasa.
= g glutamato INA. GLUL Glutamato—amoniaco L 6.3.1.2 NODE_21699 length_1289 cov_20.069355_g14073_i0.p1 6,73 1
S 8 (ko-00250) gna, ligasa. 9 6.3.1.2 NODE_22079_length_1268_cov_4.971288_g14346_i0.p1 519 1
ﬁ g Metabolismo de CKB, CKM  Creatina quinasa. T 2.7.3.2 NODE_20799_length_1341_cov_4.449690_g13478_i0.p1 4,94 1
> 2 arginina y prolina Diamina N- .
8%  (ko-00330) speG, SAT acefiltransferasa. T 2.3.1.57 NODE_19882_length_1399 cov_4504.436296_g12832_i0.p1 2,60 1
©
(=]
© %  Metabolismo de Aldehido deshidroge- 5 .
2.1, NODE_33928 length_823 3.282946_g23575_i0.p1
S histidina (0-00340) " nasa (NAD(P)). ° 1215 —ooTenengh Ben eov- 9P aas
TDC-1 Tirosina decarboxilasa. LS 4.1.1.25 NODE_12898 length_1968 cov_17.167275_g8293 i0.p1 2,88 1
Metabolismo de ALDH3 ':;dszh(':\’&g‘(e;?f;mge' o 1215 NODE_33928 length 823 cov_3.282946_g23575_i0.p1 444 5
tirosina (ko-00350) . e
HGD, hmgA ?(;42-2h(;<i1(:§i>;;enn;szceta- O  1.13.115 NODE_19696 length_1412_cov_10.050624_g12714_i0.p1 338 1
Metabolismo de . .
— p-alanina ALDH3 ':;dszh(':\’&g‘(e;?f;mge' o 1215 NODE_33928 length 823 cov_3.282946_g23575_i0.p1 444 1
) g (ko-00410)
(S IN]
€ © Metabolismo de Sulfato
® © compuestos del PAPSS . T 2.7.7.4 NODE_30099_length_930_cov_80416.346198_g6277_i1.p1 3,29 1
> o . adenililtransferasa.
QT selenio (ko-00450)
& 2 Metabolismo del ANPEP, - Membrana alanil H7 3.4.11.2 NODE_11690_length_2108_cov_6.063137_g7519_i0.p1 301 2
< lutation (ko-00480) CD13 aminopeptidasa.
9 GST, gst T 2.5.1.18 NODE_17815_length_1535_cov_673.555855_g5594 i2.p1 2,68 1
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:‘::r:i?oor:; Gen Nombre de la enzima Tipo Cc:;:;go Unigen (I:Zgzz r:’:)s
., 2.5.1.18 NODE_26643 length_1054_cov_11.879602_g17699 _i0.p1 577 1
_(r;rl;t::f(::;z; 2.5.1.18 NODE_23863_length_1180_cov_3.858532_g15616_i0.p2 5,05 1
2.5.1.18 NODE_55491_length_526_cov_2.725367_g43552_i0.p1 4,71 1
Biosintesis de Glutamato—amoniaco 6.3.1.2 NODE_21699 _length_1289 cov_20.069355_g14073_i0.p1 6,41 1
arginina (ko-00220) 9™ CLULjasa. L9 6.3.1.2 NODE_22079_length_1268_cov_4.971288_g14346_i0.p1 587 1
Metabolismo de 6.3.1.2 NODE_21699_length_1289_cov_20.069355_g14073_i0.p1 6,41 1
alanina, aspartato Glutamato—amoniaco
glutamato P ’ ginA, GLUL ligasa. L9 6.3.1.2 NODE_22079_length_1268_cov_4.971288_g14346_i0.p1 5,87 1
(ko-00250)
Metabolismo de Glicina hidroximetil
glicina, serinay glyA, SHMT T 2.1.2.1 NODE_15651_length_1711_cov_137.521059_g10039_i0.p1 0,72 1
. transferasa
treonina (ko-00260)
Metabolismo de
s‘ cisteina y metionina CDO1 Cisteina dioxigenasa 0] 1.13.11.20 NODE_4912_length_3368 cov_98.227779_g3206_i0.p1 1,59 1
o (ko-00270)
et Degradacion de
2  valina leucinae fadA, fadl 1 \cel-COAC- T 2.3.1.16 NODE_31264_length_893_cov_3.901659_g21381_i0.p1 335 1
= isoleucina aciltransferasa.
5 (ko-00280)
£ Metabolismo de CKB, CKM Creatina quinasa. T 2.7.3.2 NODE_21736_length_1287_cov_4.390145_g14103_i0.p1 4,96 1
é ?krgigﬁ:s)(/))prollna E2.7.3.3 Arginina quinasa. T 2.7.3.3 NODE_20799_length_1341_cov_4.449690_g13478_i0.p1 4,43 1
S TYR r'\]ﬂaosr;ozﬁ:]:s'igzr:;x'ge' o 1.14.181 NODE_10760_length_2218_cov_4.539880_g6932_i0.p1 635 4
mig?sglzir;%ggso) TDC-1 Tirosina decarboxilasa L 4.1.1.25 NODE_12898_length 1968 cov_17.167275_g8293_i0.p1 273 1
HGD, hmga A-dihidroxifenilaceta- 4 4544 5 NODE 19696 length_1412_cov_10.050624_g12714_i0.p1 239 1
to 2,3-dioxigenasa
Metabolismo del TDO2, kyna | TiPtofano 2-3 O  1.13.11.11 NODE_9548 length 2382 cov_2622.298757 g6038_i1.p1 166 1
triptéfano dioxigenasa
(ko-00380) KYNU, kynU  Quinureninasa H 3.7.1.3 NODE_10427_length_2261_cov_104.742315_g6714_i0.p1 1,44 3
Metabolismo de ACOXA
B-alanina ’ Acil-CoA oxidasa. 0 1.3.3.6 NODE_13472_length_1904_cov_1703.138005_g8644 _i0.p1 1,50 1
(ko-00410) ACOX3
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Categoria . . Cadigo . Logz No
funcional Gen Nombre de la enzima Tipo EC Unigen (FC)> hits
Metabolismo de TXNRD :;ZLeC(:z::a'd'su”um 0 1.8.1.9 NODE_11349_length_2146_cov_95004.270386_g5866_i2.p1 4,03 2
gzlrzg::)e(sktgsogilso) PAPSS Sulfato T 2.7.7.4 NODE_30099_length_930_cov_80416.346198_g6277_i1.p1 2,93 1
adenililtransferasa. 2.7.7.4 NODE_34750_length_802_cov_78379.810093_g6277_i2.p1 2,67 1
—_ ANPEP Membrana alanil
’ 4.11. NODE_11690_length_2108 6.063137_g7519_i0.p1
5 g cD13 aminopeptidasa, H 3.4.11.2 _ _length_. _cov_| g _i0.p 2,86 2
E § PGD. and Fosfogluconato
4 ° ] ntg ’ deshidrogenasa (0] 1.1.1.44 NODE_23462_length_1198_cov_33.365535_g13474_i1.p1 2,87 1
S g  Metabolismo del 9 (descarboxilante).
S g glutation (ko-00480) 25118 NODE_17815_length 1535 cov_673.555855_g5594 i2.p1 214 1
=3 GST gt Cutation-S- T 2.5.1.18 NODE_26643_length_1054_cov_11.879602_g17699_i0.p1 6,45 1
s
9 Transferasa 2.5.1.18 NODE_7443 length_2750_cov_194.328027_g3842_i3.p1 1,40 1
2.5.1.18 NODE_23863_length_1180_cov_3.858532_g15616_i0.p2 391 1

1: Es el numero EINECS (European Inventory of Existing Comercial Chemicals) o numero ELINCS (European List of Notified Chemical Substances). 2: Fold change
(FC). 3: Ligasas (Lg). 4: Transferasas (T). 5: Oxidoreductasas (O). 6: Liasas (L). 7: Hidrolasas (H).
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Tabla 2 - 9. Genes putativos de enzimas positivamente reguladas y expresadas diferencialmente (P-ajustado < 0,05; log2 (fold change)
> 0,5), identificadas en las rutas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) asociadas al metabolismo de carbohidratos, en
estadios larvarios tempranos de Callinectes sapidus en los grupos de comparacion 80/20 vs Inicial y 40/60 vs Inicial.

Categoria . . Caodigo . Logz No
funcional Gen Nombre de la enzima Tipo EC Unigen (FC)> hits
GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato
gapA ’ deshidrogenasa (o} 1.2.1.12 NODE_22896_length_1226_cov_5.083263_g14911_i0.p1 4,54 1
Glucdlisis / (fosforilante).
Gluconeogénesis kA PCK Fosfoenolpiruvato L4 4.1.1.32 NODE_12079_length_2062_cov_1161.163934_g982_i3.p1 3,42 1
(ko-00010) P ’ carboxikinasa 4.1.1.32 NODE_11088_length_2175_cov_1296.046566_g982_i1.p1 2,27 1
ALDH3 ?‘,\'&eg ('g())+(;eSh'dr°genasa o 1215 NODE_33928 length 823 cov_3.282946_g23575_i0.p1 444 1
Ciclo del citrato Fosfoenolpiruvato 4.1.1.32 NODE_12079_length_2062_cov_1161.163934_g982_i3.p1 342 1
(ciclo de TCA) pckA, PCK s P L )
(Ko-00020) carboxikinasa 4.1.1.32 NODE_11088_length_2175_cov_1296.046566_g982_i1.p1 2,27 1
] o 3.6.1.9 NODE_13033_length_1952_cov_220.557015_g8369_i0.p1 357 1
£ Metabolismo de ENPP1_3 Nucledtido pirofosfatasa H® i
£ imidon y sacarosa 3.6.1.9 NODE_13082_length_1946_cov_220.974170_g8369_i1.p1 2,83 1
74 . .
2 (ko-00500) GBE1, gigg  CnZima ramificadora del T 24118 NODE_18049_length_1520_cov_7.991162_g6051_i2.p1 449 1
S glucogeno.
3 Metaboli g CHIA, CHT1  Quitinasa. H 3.2.1.14 NODE_10018_length_2316_cov_8.455227_g6454 _i0.p1 470 2
etabolismo de
amino azUcares y HEXA_B B'L'N' . H 3.2.1.52 NODE_3838_length_3737_cov_250.691703_g1040_i13.p1 6,17 1
nuclestidos acetilhexosaminidasa.
(ko-00520) gmd, GMps ~ CDP-manosa 4.6- L 42147 NODE_23956_length_1175_cov_5.346359_g15685_i0.p2 591 1
dehidratasa.
Metabolismo del Fosfoenolpiruvato .
1.1 NODE_12079 length_2062 1161.163934_g982_i3.p1
piruvato (ko-00620) PekA, PCK carboxikinasa (GTP). L 4.1.1.32 - —engm. SOV gues1Sp 3.42 1
Metabolismo del 6.3.1.2 NODE_21699 length_1289_cov_20.069355_g14073_i0.p1 6,73 1
glioxilato y Glutamato—amoniaco
. . InA, GLUL ) Lg’
dicarboxilato 9 ligasa. 9 6.3.1.2 NODE_22079_length_1268_cov_4.971288_g14346_i0.p1 5,19 1
(ko-00630)
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Categoria . . Codigo . Logz No
funcional Gen Nombre de la enzima Tipo EC Unigen (FC)> hits
GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato
gapA ’ deshidrogenasa (e} 1.2.1.12 NODE_22896 length_1226_cov_5.083263_g14911_i0.p1 5,23 1
Glucdlisis / (fosforilante).
Gluconeogénesis 4.1.1.32 NODE_11088_length_2175_cov_1296.046566_g982_i1.p1 2,31 1
(ko-00010) kA PCK Fosfoenolpiruvato L 4.1.1.32 NODE_12079_length_2062_cov_1161.163934_g982_i3.p1 2,64 1
PCKA, carboxikinasa 4.1.1.32 NODE_14032_length_1852_cov_1252.595119_g982_i5.p1 1,69 1
4.1.1.32 NODE_1490_length_5125_cov_672.082939_g982_i0.p1 0,89 1
, , 4.1.1.32 NODE_11088_length_2175_cov_1296.046566_g982_i1.p1 2,31 2
Ciclo del citrato . \
(ciclo de TCA) pckA, PCK Fosfoenolpiruvato L 4.1.1.32 NODE_12079_length_2062_cov_1161.163934_g982_i3.p1 2,64 1
(k0-00020) ’ carboxikinasa 4.1.1.32 NODE_14032_length_1852_cov_1252.595119_g982_i5.p1 1,69 1
4.1.1.32 NODE_1490_length_5125_cov_672.082939_g982_i0.p1 089 1
PGD. and Fosfogluconato
- gnd, deshidrogenasa (0] 1.1.1.44 NODE_23462_length_1198_cov_33.365535_g13474_i1.p1 2,87 1
Ruta de la pentosa gntZ (descarboxilante)
fosfato (ko-00030) '
_ Fosfogluconato .
© gntZ, GND1 . (0] 1.1.1.343 NODE_23462_length_1198 cov_33.365535_g13474_i1.p1 2,87 1
‘S deshidrogenasa
£ Interconversion de uidA, GUSB B-glucuronidasa. H 3.2.1.31 NODE_12544_length_2007_cov_6.556691_g8077_i0.p1 1,49 1
> pentosay D-xilosa 1-deshidrogenasa
S glucuronato DHDH 9 o) 1.1.1.179 NODE_14493_length_1809_cov_18.642045_g3711_i4.p1 1,54 1
S (NADP+).
S (ko-00040)
Metabolismo de galK Galactoquinasa T 2.7.1.6 NODE_14590_length_1800_cov_40.362650_g9367_i0.p1 1.33 1
galactosa . .
-gl 2.1. NODE_12925 length_1965 7.891962_g3689 i1.p1
(ko-00052) malZ a-glucosidasa 3.2.1.20 - _length_ _COV_ g _i1.p 2,58 201
Metabolismo del
ascorbato y uidA, GUSB B-glucuronidasa. H 3.2.1.31 NODE_12544_length_2007_cov_6.556691_g8077_i0.p1 1,49 1
aldarato (ko-00053)
malZ a-glucosidasa H 3.2.1.20 NODE_12925 length_1965_cov_7.891962_g3689_i1.p1 2,58 2
Metabolismo de . . 3.6.1.9 NODE_13033_length_1952_cov_220.557015_g8369_i0.p1 3,49 1
almidén y sacarosa ENPP1_3 Nucledtido pirofosfatasa H 3.6.1.9 NODE_13082_length_1946_cov_220.974170_g8369_i1.p1 3,25 1
ko-00500 i i
( ) GBE1, glgg  CnZima ramificadora del T 24118 NODE_18049_length_1520_cov_7.991162_g6051_i2.p1 350 1
glucogeno.
CHIA, CHT1  Quitinasa. H 3.2.1.14 NODE_10018_length_2316_cov_8.455227 96454 i0.p1 451 2
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Categoria . . Cadigo . Logz No

funcional Gen Nombre de la enzima Tipo EC Unigen (FC)> hits
Metabolismo de HEXA_B B'L'N' . H 3.2.1.52 NODE_3838_length_3737_cov_250.691703_g1040_i13.p1 587 1

. . acetilhexosaminidasa.
amino azucares y GDP-manosa 4.6-
nucledtidos gmd, GMDS dehidratasa ’ L 4.2.1.47 NODE_23956_length_1175_cov_5.346359_g15685_i0.p2 4,59 1
ko-00520 ’
(ko ) TSTA3, fcl GDP-L-fucosa sintasa. 0 1.1.1.271 NODE_13778_length_1875_cov_26.414020_g8840_i0.p1 1,56 1
Metabolismo del Fosfoenolpiruvato .
1.1, NODE_1490_length_5125 672.082939_g982_i0.p1
piruvato (ko-00620) pckA, PCK carboxikinasa (GTP). L 41132 - —engin oV —9vee 0P 0,89 1
Metabolismo del InA. GLUL Glutamato—amoniaco L 6.3.1.2 NODE_21699 length_1289 cov_20.069355 g14073_i0.p1 6,41 1
glioxilato y gin/A ligasa. 6.3.1.2 NODE_22079_length_1268_cov_4.971288_g14346_i0.p1 5,87 1
dicarboxilato Glicina
1.2, NODE_15651_length_1711 137.521059_g10039 _i0.p1

(ko-00630) glyA, SHMT  idroximetiltransferasa. T 2121 — ool engin T/ _cov -10039_i0p1 0,72 1
Metabolismo del ACOX1
propanoato ’ Acil-CoA oxidasa. (@] 1.3.3.6 NODE_13472_length_1904_cov_1703.138005_g8644 _i0.p1 1,50 1
(ko-00640) ACOX3

1: Es el numero EINECS (European Inventory of Existing Comercial Chemicals) o numero ELINCS (European List of Notified Chemical Substances). 2: Fold change
(FC). 3: Oxidoreductasas (O). 4: Liasas (L). 5: Hidrolasas (H). 6: Transferasas (T). 7: Ligasas (Lg).

105



2.5 Discusion

En el presente estudio se investigaron los patrones de expresion de genes relacionados
con el metabolismo de los nutrientes provenientes de la dieta, entre las dos primeras fases
de zoea (Z1y Z2) de C. sapidus, en un ensayo de alimentacién por nueve dias en el cual
las Z1 recién eclosionadas, se alimentaron con rotiferos enriquecidos en base a dos
ingredientes (Ch/Spr) en dos diferentes proporciones: 80/20 y 40/60. Los resultados en Z2
revelaron que, dependiendo de la dieta, la expresiéon funcional de algunos genes es
afectada, encontrando un mayor nimero de DEGs en las larvas alimentadas con la dieta
con mayor contenido de lipidos (40/60). Varias rutas metabdlicas reguladas positiva y
significativamente (P-adj < 0,05, y log2 (FC) > 0,5) fueron detalladas para conocer las
enzimas y genes putativos que intervinieron en el funcionamiento al iniciarse la
alimentaciéon exogena. Desde las fases larvales tempranas, se pudo observar en
C..sapidus que la expresion de los genes, es condicionada por el tipo de dieta

suministrada,.

2.5.1 Extraccion de ARN y evaluacion de su calidad

La categorizacion del RIN (RNA Integrity Number), fue desarrollada en base a organismos
modelo en su mayoria de vertebrados, principalmente humanos, ratones y ratas, teniendo
en cuenta la relacion entre las unidades ribosomales 18S y 28S (Schroeder et al., 2006).
De acuerdo a la escala establecida, valores = 7 se consideran de buena calidad y
apropiados para RNA-seq, siendo usualmente usado como un valor para garantizar
resultados por las empresas de secuenciacién (Jahn et al., 2008). Bajo esta premisa, las
muestras obtenidas en el presente estudio corresponderian a muestras fuertemente
degradadas (1,6 a 4,7); sin embargo, estudios en artrépodos registran que se presenta una
desnaturalizacién en la fraccion ribosomal 28S que la subdivide en dos pequefios
fragmentos produciendo una aparente degradacion del ARN (McCarthy et al., 2015).
Estudios de la calidad del RIN en mas de 25 érdenes de artropodos, incluidos varios
crustaceos decapodos, dentro de ellos C. sapidus, dilucidaron que este fendmeno se
presentd en aproximadamente el 90 % de las especies, incluida la jaiba azul. Analisis

posteriores de RNA-seq de alto rendimiento y ensamblajes del transcriptoma en algunas
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de las muestras, ilustraron aiin mas las limitaciones del RIN para caracterizar con precisiéon
la calidad del ARN en organismos no modelo (Deleo et al., 2018), como es el caso del
presente estudio. Dado que la técnica de RNA-seq se ha convertido en un método comun
para las investigaciones de ARN en los ultimos anos, cada vez mas perfiles de ARN
ribosomal de invertebrados sugieren que esta forma de desnaturalizacién 28S es la norma
y no la excepcion (Winnebeck et al., 2010; McCarthy et al., 2015; Yednock et al., 2015;
Deleo et al., 2018).

2.5.2 Anotacion funcional y clasificacion de los transcriptomas

Los unigenes de C. sapidus presentaron homologia en diferentes phylum, pero casi el 70%
se encontré entre los artrépodos, de los cuales hacen parte los crustaceos. Las
anotaciones de los DEGs en KEGG de las rutas metabdlicas relacionadas con la digestion
de las dietas corresponden a especies muy estudiadas, que no incluyen a C. sapidus,
siendo la especie mas cercana Portunus trituberculaturs, que pertenece a la misma familia,

y Eriocheir sinensis por ser otro cangrejo de importancia comercial (Tabla 2 - 10).

Tabla 2 - 10. Listado de las principales especies de crustaceos anotadas, que poseen
informacion de genes relacionados con los procesos de digestion y absorcion de nutrientes
en KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).

Especie Nombre comin Cédigo de la especie
Daphnia pulex Pulga de agua dpx
Daphnia magna Pulga de agua dmk
Daphnia pulicaria Pulga de agua dpz
Penaeus vannamei Camaron pvm
Penaeus japonicus Camaron pja
Penaeus chinensis Camaroén pchn
Penaeus monodon Camaron pmoo
Homarus americanus Langosta hame
Procambarus clarkii Cangrejo de rio pcla
Portunus trituberculatus Cangrejo ptru
Eriocheir sinensis Cangrejo esn
Hyalella azteca Anfipodo hazt
Eurytemora affinis Copépodo eaf
Lepeophtheirus salmonis Copépodo Ism
Pollicipes pollicipes Percebe ppoi
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El tamano del transcriptoma y el nimero de unigenes anotados cuando las larvas
eclosionan (Inicial), es casi el doble en comparacion a los transcriptomas en las Z2
después de haber sido alimentadas con cada dieta. El diagrama de Venn refleja de manera
sencilla esta condicion, el 68,31 % de los unigenes identificados en el transcriptoma de
novo inicial se encuentran unicamente en las Z1. El mayor nimero de genes activos
(1.248), se concentran en la transduccion de sefiales, este estadio es un momento de
transicién importante, al eclosionar se da por finalizada la embriogénesis y empieza el
desarrollo larval, en el cual paulatinamente se completan los procesos de organogénesis,

e inicia la alimentacion exégena (Anger, 2001; Spitzner et al., 2018).

Investigaciones con diferentes crustaceos revelan que la velocidad de desarrollo de los
sistemas del organismo varia considerablemente entre individuos y especies (Anger, 2001;
Loose et al.,, 2020). En este caso, al momento de la eclosién 2.334 unigenes se
encontraron activos en los sistemas del organismo, con mayor nimero en los asociados a
los sistemas endocrino, inmunitario, nervioso y digestivo (= 251), pero este numero
disminuy6 a 1.568 y 1.578 en Z2 para las dietas 80/20 y 40/60. Los primeros sistemas en
desarrollarse durante las etapas tempranas de los crustaceos son el nervioso, muscular,
digestivo y los 6rganos excretores, seguidos del sistema circulatorio, entre otros, pero el
comportamiento y las condiciones ambientales de los estados post-embridnicos seran los
principales factores que influiran en la velocidad de dicha organogénesis (Anger, 2001;
Giménez y Anger, 2001; Spitzner et al., 2018; Loose et al., 2020). Esto se refleja
claramente en las diferencias de tiempo en el desarrollo del sistema digestivo entre

especies de desarrollo directo e indirecto, con o sin larvas lecitotroficas (Loose et al., 2020).

2.5.3 Caracterizacion de los genes putativos relacionados con la
digestion de las dietas, de los DEGs sobre-regulados en las
comparaciones 80/20 vs Inicial y 40/60 vs Inicial

Desde el momento en que las larvas eclosionan (Z1), hasta nueve dias después de ser
alimentadas con las dietas (Z2), hay una afectacioén reflejada a nivel transcriptémico en los
DEGs sobre-expresados debido al tipo de alimento suministrado. De manera general, las
zoeas de la dieta 40/60 presentaron un mayor numero, tanto de genes sobre-regulados,

como de participacion en mas rutas metabolicas (Tabla 2 - 11).
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Los analisis bromatoldgicos de las dietas determinaron niveles de insercion similares de
proteinas entre 80/20 y 40/60 (66,27 + 0,60 y 67,10 + 0,56 g 100g™" respectivamente), pero
significativamente mayores (P < 0,05) de lipidos para 40/60 (11,30 + 0,12 g 100 g™,
comparada con 80/20 (10,10 + 0,20 g 100 g™") (ver capitulo 1). Los resultados presentados
en el primer capitulo evidenciaron que el contenido de grasas fue el factor que condicion6
la respuesta productiva durante el desarrollo larval de C. sapidus, con mejores resultados
en supervivencia, crecimiento y ciclo de muda en las alimentadas con 40/60, las respuestas
diferenciales a nivel molecular fortalecen este resultado, indicando que hay diferencias en

algunas rutas metabdlicas cuando se suministran dietas probres vs ricas en lipidos.

Las filas resaltadas en rojo en ta tabla 2 — 11 corresponden a los caminos metabdlicos en
los que no se identificaron genes sobre-regulados para ninguna de las dos comparaciones
(80/20 vs Inicial, y 40/60 vs Inicial), y las resaltadas en amarillo son caminos metabdlicos
de plantas, hongos, bacterias o arqueas (Tabla 2 - 11). En los procesos celulares de
transporte y catabolismo, los caminos metabdlicos de autofagia y mitogafia animal, asi
como fagosoma no fueron tenidos en cuenta, ya que corresponden a procesos de digestion
de materiales residuales de estructuras y organelos descartados por las células
(Tomkinson, 1999; Forbes, 2012), pero no de los nutrientes suministrados en las dietas,
en los cuales se enfoc este trabajo. En el metabolismo de lipidos, la biosintesis de cutina,
suberina y cera es caracteristica de plantas, hongos y unos pocos insectos. Otros AA como
la taurina e hipotaurina pertenecen a bacterias y archae, ciaminoacidos a plantas, y
aminoacido D a bacterias. En el metabolismo de CBH la fructosa y manosa corresponden

a plantas y la rama dibasica del acido C5 a bacterias y arqueas (Tabla 2 - 11).
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Tabla 2 - 11. Resumen de los genes putativos identificados en las rutas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes),
relacionadas con el metabolismo y digestion de nutrientes provenientes de la dieta, en estadios larvarios tempranos de Callinectes
sapidus. El listado de genes corresponde uUnicamente a los diferencialmente expresados (DEGSs), que se regularon positiva y
significativamente (P-adjust <0,0.5, y log2 (fold change) >0,5) en las comparaciones 80/20 vs Inicial y 40/60 vs Inicial. Las filas
resaltadas en amarillo corresponden a caminos metabdlicos que no aplican dentro del metabolismo de nutrientes provenientes de las
dietas, o son especificos para plantas, bacterias y Archae. Las filas resaltadas en rojo corresponden a caminos metabdlicos de
eucariotas en donde no se presentaron genes sobre-regulados.

C:"(t;gg':'a Refir;"c'a Nombre de la ruta 80/20 vs Inicial g:l:(;s 40/60 vs Inicial g:l:t;s
1 04970 Secrecion salival 1. CALM 1 1. CALM 1
2 04971 Secrecion de acido gastrico ; CA)gll_—lsl_G1 2 ; éi-ll_—l?ll_G1 2
o 04972 Secreciones pancreéticas 1. RAC1 1
g 5 4 04973 Dlgestlén y absorcion de 1 AKT 1
S = carbohidratos
g’ é 5 04974 Digestion y absorcién de proteinas 1. PRCP 1 1. PRCP 1
2 é 6 04975 Digestion y absorcion de grasas ; Z‘A;;EZ’SMTP 2
5 ‘% 04976 Secreciones biliares 1. ABCG5 1
.(/2) = 8 04977 Digestion y absorcién de vitaminas
1. SLC39A4, ZIP4
9 04978 Absorciéon de minerales 1. SLC39A4, ZIP4 1 2. FTH1 3
3. ATP7A
10 04979 Metabolismo de colesterol 1. ABCG5 1
1 04136 Autofagia - otros NAS3 NA
8 2 04137 Mitofagia - animal NA NA
g a2 _3 04138 Autofagia - levadura NA NA
o g % 4 04139 Mitofagia - levadura NA NA
§ % 8 5 04140 Autofagia —animal NA NA
g <=3 1. LGMN 1. LGMN
a 6 04142 Lisosoma 2.CTSD 4 2. CTSA, CPY 11
3. HEXA_B 3.CTSB
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Categoria
KEGG!

Referencia

ko?

Nombre de la ruta

80/20 vs Inicial

No.
genes

40/60 vs Inicial

No.
genes

4.CLTC

4.
5.
6.
7.
8.
9.

CTSL
CTSD

TPP1, CLN2
HEXA B
uidA, GUSB
SMPD1, ASM

10. PPT
11. CLTC

04144

Endocitosis

1. CLTC
2. TSG101, STP22, VPS23

—_

©ONOUOAWN

.DNM1_3
. MADHIP, SARA"
. SPG20

CLTC

. NEDD4, RSP5
. ACTR3, ARP3

RAB5C

. VPS35
. TSG101, STP22, VPS23"

04145

Fagosoma

NA

P4

A

04146

Peroxisoma

1. PEX6
2. PRDX1

©ONOUNWN

PEX6

. PEX12
. PEX11

PRDX1
SOD1

. ACOX1, ACOX3
. HSD17B4

. fadA, fadl

. CRAT

10. RAC1

10

Metabolismo

de lipidos

00061

Biosintesis de acidos grasos

1. ACSBG

1.

ACSBG

00062

Elongacion de acidos grasos

1.

PPT

00071

Degradacion de acidos grasos

1. ACSBG

1.
2.
3.

ACSBG
ACOX1, ACOX3
fadA o fadl
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Categoria Referencia . . No. . . No.
KEGG' ko2 Nombre de la ruta 80/20 vs Inicial genes 40/60 vs Inicial genes
4 00073 Biosintesis de cutina, suberina y NA NA
cera
5 00100 Biosintesis de esteroides 1. DHCR7 1
6 00120 B.lc.)smteS|s primaria de acidos 1 HSD17B4 1
biliares
7 00121 Bllc.)smte3|s secundaria de acidos
biliares
8 00140 Biosintesis de la hormona esteroide
9 00561 Metabolismo de glicerolipidos
10 00564 Metabolismo de glicerofosfolipidos 1. pgsA, PGS1 1
11 00565 Metabolismo de ésteres en lipidos 1. TMEM189 1
12 00590 Metabolismo de acido araquidénico 1. HPGDS 1 1. HPGDS 1
13 00591 Metabolismo de acido linoléico
14 00592 Metabolismo de acido a-linoléico
1. ASAH2
. ) . 1. HEXA_B 2. SMPD1, ASM
15 00600 Metabolismo de esfingolipidos 1 3 SMPD2 4
4. HEXA_B
16 01040 !3|osmte3|s de 4acidos grasos 1. HSD17B4 1
insaturados
o . - 1. glnA, GLUL
1 00220 Biosintesis de arginina 2. argG o ASS1 2 1. ginA, GLUL 1
Metabolismo de alanina, aspartatoy 1. ginA, GLUL
} 2 00250 glutamato 2. argG o ASS1 2 ginA, GLUL 1
° - — -
-g 3 00260 Metapollsmo de (glicina, serina y 1. glyA 0 SHMT 1
g treonina
% 4 00270 Metabolismo de cisteina y metionina 1. CDO1 1
8 — - -
% 5 00280 Pegraqamon de valina, leucina e 1 fadA o fad 1
< isoleucina
6 00290 !3|03|nt§3|s de valina, leucina e
isoleucina
7 00300 Biosintesis de lisina
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Categoria Referencia . . No. . . No.
KEGG' ko2 Nombre de la ruta 80/20 vs Inicial genes 40/60 vs Inicial genes
8 00310 Degradacion de lisina
. . . 1. CKB, CKM 1. CKB, CKM
9 00330 Metabolismo de arginina y prolina 2. speG, SAT 2 2 E2733 2
10 00340 Metabolismo de histidina 1. ALDH3 1
1. TDC-1 1.TYR
11 00350 Metabolismo de tirosina 2. ALDH3 3 2. TDC-1 3
3. HGD o hmgA 3. HGD, hmgA
12 00360 Metabolismo de fenilalanina
. - 1. TDO2, kynA
13 00380 Metabolismo del triptéfano 2. KYNU, kynU 2
14 00400 Bllos’mte3|s de fenilalanina, tirosina y
triptéfano
1 00410 Metabolismo de B-alanina 1. ALDH3 1 1. ACOX1 o0 ACOX3 1
2 00430 I\/.Ietaboll.smo de taurina e NA NA
hipotaurina
§ 3 00440 Metabolismo de fosfonato y fosfinato
g 4 00450 Metapollsmo de compuestos del 1. PAPSS 1 1. TXNRD 2
= selenio 2. PAPSS
% 5 00460 Metabolismo de ciaminoacidos NA NA
= 6 00470 Metabolismo de aminoacido D NA NA
1. ANPEP, CD13
7 00480 Metabolismo del glutatién ; gg_T_EPS’tCDB 2 2. PGD, gnd, gntZ 3
oo g 3. GST, gst
1. GAPDH, gapA
5 1 00010 Glucdlisis / Gluconeogénesis 2. pckA, PCK 3 ; G;\(iDEéiapA 2
O 3. ALDH3 - PEA,
3 2 00020 Ciclo del citrato (ciclo de TCA) 1. pckA o PCK 1 1. pckA o PCK 1
£ 1. PGD, gnd, gntZ
% 3 00030 Ruta de la pentosa fosfato 2. gntZ, GND1 2
Ko}
© Interconversion de pentosa y 1. uidA, GUSB
% 4 00040 glucuronato 2. DHDH 2
5 00051 Metabolismo de fructosa y manosa NA NA
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Categoria Referencia . . No. . . No.
KEGG' ko2 Nombre de la ruta 80/20 vs Inicial genes 40/60 vs Inicial genes
. galK
6 00052 Metabolismo de galactosa 2
malZ
7 00053 Metabolismo del ascorbato vy 1. UidA, GUSB 1
aldarato
1. malz
8 00500 Metabolismo de almidén y sacarosa ; (E;:E':Lf B 2 2. ENPP1_3 3
' 99 3. GBE1 0 gigB
Metabolismo de amino azlcares 1. CHIA ; (I-:i:;?A (I:BHIT1
9 00520 " Y oo CHIT1, HEXA_B 3 ’ oy 4
nucleétidos 3 gmd. GMDS - 3. gmd, GMDS
- gmd, 4. TSTAS, fol
10 00562 Metabolismo del inositol-fosfato
11 00620 Metabolismo del piruvato 1. pckA, PCK 1 1. pckA, PCK 1
Metabolismo  del glioxilato y 1. glnA, GLUL
12 00830 icarboxilato 1.ginA, GLUL T 2 giyA SHMT 2
13 00640 Metabolismo del propanoato 1. ACOX1, ACOX3 1
14 00650 Metabolismo de butanoato
15 00660 Metabolismo de la rama dibasica del NA NA

acido C5

1: KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. 2: ko: KEGG orthology. 3: No aplica.
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En las secreciones de acido gastrico (ko-04971), el gen B-actina estuvo sobre-regulado en
ambos tratamientos, y en la formacién de fagosomas a nivel celular (ko-04145), es un
componente importante del citoesqueleto, y se expresa activamente en el desarrollo larval,
siendo crucial en la migracién celular durante la embriogénesis y organogénesis, (Zhang y
Hu, 2007; Infante et al., 2008; Lee et al., 2012; Zhang et al., 2018). Aunque la
organogénesis del sistema digestivo no ha sido descrita en C. sapidus, se ha podido
observar como se diferencian al momento de la eclosion en otros braquiuros (Z1), la
mayoria de las estructuras del sistema digestivo (eséfago, estdmago cardiaco y pilérico,
tracto del intestino medio, ciegos del intestino medio, hepatopancreas, e intestino
posterior), pero es un sistema tubular muy simple, que a lo largo de su desarrollo larval
adquiere gradualmente tamafo, movimiento, funcionalidad y actividad enzimatica
(Ceccaldi, 1997; Spitzner et al., 2018).

El gen calmodulina (CALM) es el encargado de activar el mecanismo de exocitosis en las
células secretoras (Klee y Vanaman, 1982), y su accion se ve reflejada funcionalmente a
la entrada del es6fago, donde el alimento es lubricado por las secreciones de las glandulas
mucosas, el estdmago cardiaco que esta lleno con fluido gastrico (Strus et al., 2019; Vogt,
2021), y en las células fibrilares (F) y vacuolares (B) del hepatopancreas (HP), que
descargan su contenido al lumen por secreciones merocrinas las primeras, y holocrinas
las segundas (Vogt, 2019). En el presente estudio, la CALM fue detectada en las
secreciones salivales (ko-04970), y de acido gastrico (ko-04971) de ambas dietas, y en las
secreciones pancreaticas (ko-04942) observadas Unicamente en la dieta 40/60. Esta, es
una proteina fijadora de calcio (Ca?*), esencial para la regulacion de vias metabolicas de
sefalizacion dependientes del Ca?*; al unirse a este mineral, el gen experimenta un cambio
conformacional que le permite interactuar con diversas proteinas objetivo, interviniendo en
la regulacion de la liberacion de vesiculas cargadas de proteinas y otros componentes en
células secretoras (Klee y Vanaman, 1982; Wheatly et al.,, 2002). Cuando se une a
proteinas especificas como las quinasas dependientes de Ca?* (CaMKs), modula su
actividad desencadenando la fusion de las vesiculas con la membrana celular y la

liberacion de su contenido en el espacio extracelular (Zanotto y Wheatly, 2002).

La interaccion de CALM con las CaMKs ha demostrado un papel importante en el

metabolismo de dietas formuladas ricas en zinc (Zn), promoviendo el crecimiento y lipdlisis
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de L. vannamei mediante la sobre-regulacién del gen camkk@, involucrado en el
catabolismo de lipidos inducidos por el Zn (Shi et al., 2020), también aumenta los niveles
de Ca?'y Zn al usarsen probioticos en el cultivo de camarones (Goh et al., 2023). Su accion
en dietas formuladas adicionando miositol en juveniles de E. sinensis, incrementa el uso
de los lipidos y reduce su acumulacion en el HP, por la activacion 1,4,5-trifosfato receptor
(IP3R)/proteina quinasa quinasa-f dependiente de calmodulina (CaMKKgB) / via de
sefializacion de la proteina quinasa, activada por fosforilacion del gen AMPK (AMP-
activated protein kinase), un regulador esencial del metabolismo de los acidos grasos
celulares (Bu et al., 2022).

En las secreciones pancreaticas (ko-04972), ruta metabdlica que solo se presenté en las
zoeas alimentadas con 40/60, se detecto la sobre-regulacion de los genes CALMy RAC1
(Rac GTPasa 1). En mamiferos, estos genes forman parte del grupo de pequenas
proteinas G, implicadas en la regulacion de las secreciones pancreaticas exocrinas, en
accion con CALM. Su activacion estimula la liberacidon de amilasas de las células acinares,
que son las células secretoras primarias del pancreas (Williams et al., 2009). Aunque la
mayoria de estudios en crustaceos se centran en su funcién inmunolégica en camarones
(Chi et al., 2013; Cha et al., 2015), se ha observado su papel en la captaciéon de glucosa
en el musculo esquelético (Chiu et al., 2011). En insectos lepidopteros, al estar la muda
relacionada con las vias de senalizacion de la insulina y la metamorfosis, también esta
ligada con el estado nutricional (Smith et al., 2014), y al detectarla en el HP de
Procambarus clarkii, se hipotetizé su importancia en la absorcion de nutrientes y la
apoptosis (Zhu et al., 2017), sin embargo se requieren mas estudios en crustaceos para
dilucidar a fondo su funcion en el metabolismo de CBH, lo cual no estuvo contemplado en

el presente estudio.

Son muy pocos los genes sobre-regulados que se observan en la transicion de Z1 a Z2 en
las dietas relacionados con la digestion y absorcion de nutrientes, ademas ningun gen
estuvo sobre-regulado en la digestion y absorcion de vitaminas, lo que en parte corrobora
el poco desarrollo y funcionalidad que C. sapidus presenta en su sistema digestivo.
Durante los estadios larvales de braquiuros, las zoeas estan adaptadas a la vida
plancténica y cuentan con un sistema morfologico complejo de sus érganos externos de

masticacion, pero uno interno relativamente sencillo (Factor, 1982; Abrunhosa y Melo,
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2008). Es decir, desde el momento de la eclosién, aun deben pasar por muchos cambios
estructurales para la completa conformacién del molino gastrico, sistema de filtracion y el
HP (Ceccaldi, 1997; Spitzner et al., 2018). Aunque en el HP se detecten desde los primeros
estadios las células embrionarias (E), fibrilares (F), reabsorbentes (R) y vesiculares (B), su
eficiencia digestiva mejorara solo en la medida en que transcurra su desarrollo larval
(Factor, 1982; Ceccaldi, 1997; Anger, 2001; Abrunhosa y Melo, 2008), y factores
ambientales y nutricionales afectaran de manera importante el desempeifo de su digestién

y consecuentemente su desarrollo (Anger, 2006).

A pesar de lo dicho anteriormente, y teniendo en cuenta que en este estudio sélo
transcurrieron nueve dias desde el momento de la eclosion y el inicio de su alimentacion
exdgena, se pueden observar diferencias entre las dietas en los DEGs regulados
positivamente. En las Z2 alimentadas con 80/20 solamente se detectaron genes activos en
la digestion y absorcién de proteinas (ko-04974), y absorcion de minerales (ko-04978),
complementariamente en sus lisosomas (ko-04142), hubo tres proteasas y una
glucosidasa, pero ninguna lipasa. Estos resultados permiten inferir que, en dicha condicién
que tiene una menor insercion de lipidos que 40/60, no se estan sobre-regulando genes
que intervengan en el metabolismo y degradacion de lipidos. Las condiciones en las Z2
alimentadas con 40/60 reflejan ademas de la digestion de proteinas y minerales, sobre-
regulacién en la digestién y absorcion de carbohidratos (ko-04943), grasas (ko-04975) y
metabolismo del colesterol (ko-04979), acompafiados en los lisosomas por la presencia de
siete proteasas, dos glucosidasasy dos lipasas. Los lipidos son la principal fuente de
reserva de los crustaceos, ademas de que dan integridad a las membranas celulares y son
fuente primordial de las hormonas (Fang et al., 2021; Wang et al., 2021). Estudios previos
indican que el enriquecimento de lipidos en las dietas que se suministran durante las
primeras etapas de vida, mejoran significativamente el crecimiento, la supervivencia y los
procesos de muda (Alava et al., 2007; Wu et al., 2014; Wei et al., 2017).

Los resultados presentados en el primer capitulo muestran que la primera muda (M1)
ocurre en promedio a los 8,11 £ 0,98 dias en 80/20, y 7,79 +1,15 dias en 40/60; es muy
probable que desde el inicio del desarrollo larval en C. sapidus, el punto de saturacion de
la reserva (PSR) (Anger, 1983, 2001; Gore, 1985) empiece a verse afectado. En el periodo

de intermuda, momento en el cual las larvas se alimentan, se puede apreciar a nivel
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molecular como en la dieta 80/20 entre los estadios tempranos Z1 a Z2, sélo se esta
hidrolizando la proteina, al no haber sintesis de grasas es probable que sus reservas
provengan de los lipidos remanentes del desarrollo embrionario que hayan permitido
sobrepasa el PSR y permitir la muda. Al momento de la eclosion las Z1 de C. sapidus
poseen un contenido de lipidos significativamente mas bajo (0,72 ug) (Li et al., 2012) que
otros portunidos como Scylla serrata (1,94 ug) (Alava et al, 2007), y Portunus
trituberculatus (4,14 ug) (Wu et al., 2006). En este estadio se inicia la transicion a la
alimentacion exdgena, y al contar con pocas reservas de lipidos, su nutricion dependera
en mayor medida del tipo de dieta suministrada y la cantidad y calidad de nutrientes que

en ella se encuentren.

Las enzimas digestivas actuan en el sistema digestivo de crustaceos en el estomago
cardiaco y el HP, pero solo son sintetizadas en el HP por las células F (Vogt, 2021). Estas
células tienen la estructura tipica para sintetizar y exportan proteinas, con abundante
reticulo endoplasmatico rugoso y aparatos de Golgi mas grandes en comparacion con los
producidos en otras células del HP, producen grandes lisosomas que migran a las
microvellosidades de borde, descargando su contenido por secrecion merocrina en el
lumen (Forbes, 2012; Strus et al., 2019). Aparentemente cada célula F del HP produce el
set completo de enzimas digestivas, ya que las pruebas inmunoquimicas e hibridizaciones
in situ de decapodos, no han revelado aun tincién de subpoblaciones especificas (Vogt,
2021).

Las proteasas de los crustaceos pertenecen a la familia de las serinas, cisteinas, acido
aspartico y metalo-endopeptidasas, y a las carboxi o amino-peptidasas (Barrett, 1994). La
tripsina y quimotripsina, son las serina-proteasas mas representativas en el HP (Wei et al.,
2014b), responsables de ~60 % de la digestién de proteina dietética en camarones (Sainz
y Cordova, 2009). Ambas han sido investigadas y caracterizadas mediante ensayos de
actividad enzimatica, y descritas a nivel molecular durante el desarrollo larval en muchos
decapodos, especialmente camarones (Brito et al., 2001; Lemos et al., 2002; Sainz y
Cordova, 2009; Wei et al., 2014b; Rojo-Arreola et al., 2020), y algunos pocos braquiuros
como Scylla paramamosain (Jiang et al., 2011), y Portunus trituberculatus (Fang et al.,
2021), sin embargo, ninguna de las dos fue detectada en nuestros resultados. En C.

sapidus sbélo se han realizado estudios in vitro en aislados de HP de machos adultos,
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encontrando que su actividad enzimatica difiere de otros crustaceos como los camarones
Macrobranchium rosenbergii y Penaeus sp. (Dendinger, 1987; Dendinger y O’Connor,
1990). Hasta el momento, las proteasas no han sido caracterizada para la especie a nivel
molecular, en los registros del NCBI s6lo aparece una tripsina parcialmente enmascarada

en la vitelogenina de C. arcuatus (Jimenez-Gutierrez et al., 2019).

Otras proteasas que intervienen en la degradacion de las proteinas dietéticas son las
carboxipeptidasas, que participan en los estadios finales de la degradacion proteica,
liberando los AA de los péptidos producidos por las endopeptidasas (Barrett et al., 2004).
Las que mas se han descrito en crustaceos son las A y B, abundantes en el HP de
camarones, descritas en sus estadios larvales (Lovett y Felder, 1990; Goptar et al., 2013),
y caracterizadas a nivel molecular (Wei et al., 2014b). En el presente estudio, la PRCP
(carboxipeptidasa lisosomal Pro-Xaa), fue sobre-expresada en el camino metabdlico de la
digestion y absorcion de proteinas (ko-04974). Otras dos proteasas se presentaron
unicamente en los lisosomas de las Z2 alimentadas con 40/60: la CTSA (Carboxipeptidasa
C), que en algunos artropodos tiene una actividad muy especifica para la sintesis de
glutamato (Bown y Gatehouse, 2004), y la TPP1 (Tripeptidil-peptidasa 1), una serina-
proteasa capaz de formar tripéptidos (Tomkinson, 1999), pero su presencia sélo ha sido

brevemente descrita en analisis protedmicos del krill (Mdller et al., 2022).

Recientemente, el papel de las catepsinas, enzymas tipicas del lisosoma, esta siendo
revisado dentro de los procesos fisiologicos de los crustaceos (Gul et al., 2023). Se ha
reportado actividad proteolitica de las catepsinas D (CTSD), L (CTSL), y B (CTSB) en el
HP y fluidos gastricos, identificandolas como enzimas digestivas extracelulares (Teschke
y Saborowski, 2005; Navarrete Del Toro et al., 2006; Hu y Leung, 2007; Rojo et al., 2010;
Stephens et al., 2012; Martinez-Alarcon et al., 2018). Algunos autores hipotetizan que las
altas concentraciones halladas en el HP, probablemente estén almacenadas en los
grandes lisosomas de las células B, que por secreciones holocrinas depositan su contenido
en el lumen (Martinez-Alarcén et al., 2018), mientras que otros mantienen la teoria de que
las células tipo F, son las precursoras de las tipo B (Hu y Leung, 2007). En los lisosomas
de las Z2 alimentadas con 80/20, unicamente la CTSD estuvo expresada positiva y
significativamente, mientras que en 40/60 las larvas sobre-regularon los tres tipos (CTSD,

CTSL y CTSB). Su presencia y caracterizacion molecular ha sido reportada también
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durante el desarrollo ontogénico de otros crustaceos decapodos (Qiao et al., 2017;

Navarrete del Toro y Garcia-Carreno, 2019; Rojo-Arreola et al., 2020).

La legumaina (LGMN), una cisteina-proteasa sobre-regulada en los lisosomas de ambas
dietas, ha demostrado poseer igual efectividad de cobertura como enzima digestiva, que
la tripsina en estudios de mamiferos y artréopodos (Santamaria et al., 2012; Fuzita et al.,
2015; Soh et al., 2020), pero su papel en crustaceos ha sido estudiado y descrito mas a
nivel inmunolégico (Fan et al., 2016; Jiang et al., 2022). Es probable que tanto CTSD
(aspartil-proteasa), como CTSL, CTSB y LGMN (cisteina-proteasas), actuen como
sustitutos de la tripsina y quimotripsina (serina-proteasas), que no se han detectado en
algunos crustaceos (Teschke y Saborowski, 2005), o que su papel como proteasas sea
mas significativo en las primeras fases del desarrollo larval de especies como la estudiada
en esta investigacion, donde los pocos genes sobre-expresados encargados de la
digestion del alimento, reflejan un desarrollo incipiente entre Z1 a Z2. Sélo a medida que
el desarrollo ontogénico avanza, el HP adquiere mayor volumen, aumentando las
secreciones enzimaticas y eficiencia de la digestion extracelular (Factor, 1982; Ceccaldi,
1997; Anger, 2001; Abrunhosa y Melo, 2008). Sin embargo, se requieren trabajos de
actividad enzimatica en la ontogenia de C. sapidus, acompafados de protedmica y

citologia funcional del HP, para conocer a fondo su fisiologia digestiva.

El valor nutricional de las proteinas contenidas en la dieta dependen de los ingredientes
usados y su contenido de aminoacidos (AA), ademas los requerimientos y digestibilidad de
estos nutrientes pueden variar durante el desarrollo ontogénico (Anger, 2001). De los 10
AA catalogados como esenciales en larvas y adultos de crustaceos (Barrett, 1994; Anger,
2001; Barrett et al., 2004), en C. sapidus se detecto el metabolismo sobre-regulado de
solamente dos (arginina e histidina), en las Z2 alimentadas con 80/20. En tanto que las
alimentadas con 40/60 metabolizaron siete (arginina, treonina, metionina, valina, leucina,
isoleucina y triptéfano). Los AA que no pueden ser sintetizados de novo, sélo pueden
provenir de la ingesta de las dietas suministradas, o de reservas proteicas (Anger, 2001),
y en el caso de larvas recién eclosionadas, estas reservas seran los remanentes de la
lipovitelina durante la embriogénesis, que en C. sapidus esta compuesta de cantidades
aproximadamente iguales de lipidos y proteinas (48 y 50 % respectivamente), y pocos CBH
(2%) (Kerr, 1969).
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Las condiciones experimentales de nuestros ensayos, proveyeron a los rotiferos la misma
fuente de proteina (Chlorella pyrenoidosa en polvo - Ch) y lipidos (S.presso —Spr), pero en
diferentes proporciones (Ch/Spr). Si bien el ANOVA no reflejo diferencias significativas en
las concentraciones de proteina, los datos mostraron una menor concentracion en 80/20
(66,27 + 0,60 g 100 g"), que en 40/60 (67,10 + 0,56 g 100 g'), a pesar de que en 80/20 la
insercion de Ch fue del 80 %, en comparacion con 40/60 donde fue solo del 40 %. Aunque
no se realizaron perfiles de AA, podemos hipotetizar un efecto en cadena de esta situacion:
los rotiferos enriquecidos con 80/20 metabolizaron una mayor cantidad de proteina y por
ende mayor cantidad de AA esenciales, compensando el bajo contenido de lipidos (Spr),
a diferencia de los enriquecidos con 40/60. Consecuentemente, las larvas alimentadas con
40/60 contaron con una mayor disponibilidad de AA esenciales en su dieta que las de
80/20, lo que explicaria las diferencias encontradas a nivel molecular. Si, por el contrario,
se considerara que su origen proviniese de la lipovitelina, los resultados deberian ser

similares entre las dietas.

Las diferencias entre los AA esenciales detectados en cada condicion, también afectaron
el metabolismo de los AA no esenciales, de los cuales sélo cinco se sobre-expresaron en
80/20 (alanina, aspartato, glutamato, prolina y tirosina), mientras que ocho se observaron
en 40/60 (glisina, serina, y cinteina, ademas de los anteriormente mencionados en 80/20).
Otros AA importantes en crustaceos como B-alanina que estimula el comportamiento
alimentario (Austin y Moore, 2022), y compuestos del selenio y glutatiéon, que protegen
contra el estrés oxidativo (Anastasia et al., 1998; Sun et al., 2019), se expresaron
significativamente en ambas dietas. Inserciones de glutation en la dieta del cangrejo chino
Eriocheir sinensis no mayores a 900 mg Kg™, mejoran su crecimiento, supervivencia,

capacidad antioxidante e inmunidad (Liu et al., 2020).

Los AA son los principales combustibles metabdlicos para el intestino y los tejidos del HP,
rinones y musculo esquelético en crustaceos, particularmente aspartato, glutamato,
glutamina y alanina (Li et al., 2021). Su composicion durante el desarrollo larval ha sido
poco estudiada, en la langosta Homarus grammarus, se sugiere una menor eficiencia de
conversion de proteina que en el camarén L. vannamei (Mente et al., 2001). Algunos
autores argumentan que no observan una correlacion directa con las dietas, al parecer la

variacién es inherente a la ontogenia de cada especie, pero en sus estudios las dietas son
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variadas (Roustaian et al., 2000; Pefaflorida, 2004; Andrés et al., 2010a; Bhavan et al.,
2010). En este experimento, al haber utilizado los mismos ingredientes, pero en diferente
proporcion, se puede observar como al inicio de la alimentacién exégena, en un espacio
de nueve dias, las Z2 alimentadas con 40/60 parecen tener una variedad mas amplia de
proteasas, mayor numero de AA esenciales disponibles y mayor sintesis de los no
esenciales. Sin embargo, se requieren estudios mas detallados, para esclarecer su

dinamica a lo largo del desarrollo larval.

Todos los lipidos comparten su naturaleza hidrofébica, pero a pesar de ello son un grupo
muy heterogéneo, hay lipidos neutros como las grasas, triglicéridos, mono y di-glicéridos,
acidos grasos libres, ésteres de cera, esteroles; también hay compuestos polares como
fosfolipidos, pigmentos, esfingolipidos, y ademas algunos se combinan con CBH
(glucolipidos) y proteinas (lipoproteinas) (Anger, 2001). Debido a estas diferencias, la
fuente de lipidos suministrados en las dietas de crustaceos modifica la accién de las
enzimas digestivas, el perfil de lipidos presentes en el HP y por consiguiente los patrones
de expresion de los genes implicados en el proceso (Martinez-Alarcon et al., 2020; Yuan
et al., 2021). En los resultados obtenidos en este estudio se pudo observar coémo, desde
el desarrollo temprano entre Z1 a Z2, la concentracién de lipidos suministrados en las
dietas afecto a nivel transcriptomico la expresién de las lipasas, la biosintesis de los acidos

grasos, y la B-oxidacion en el HP y peroxisomas.

Los acidos grasos esenciales, esteroles, fosfolipidos, colesterol y vitaminas liposolubles
son particularmente criticos durante el desarrollo larval (Holme et al., 2009). Ingredientes
como el aceite de krill sobre-regulan la expresién de fosfolipasas (pla2), en comparacién
con el aceite de pescado en juveniles del camardn P. trituberculatus (Fang et al., 2021).
Se anotaron cinco tipos de lipasas en 43 unigenes en L. vanammei alimentados con
spirulina y dietas formuladas en los estadios de zoea y posteriormente en mysis y poslarvas
con nauplios de Artemia y dietas formuladas, la expresién de la enzima pancreatica
triaglicerol lipasa fue dominante durante todos los estadios (Wei et al., 2014b). En E.
sinensis el patrén de expresion de la lipasa pancreatica identificada fue gradualmente
aumentando entre Z1 a Z3, decrecié dramaticamente en Z4, aumentando nuevamente en
Z5, y su menor expresién fue en fase megalopa (BangHong et al., 2019). Aunque estas

enzimas no han sido estudiadas en C. sapidus, tres tipos de genes putativos de lipasas
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fueron anotados en las zoeas alimentadas con 40/60: una fosfolipasa (esfingomielina
fosfodiesterasa, EC 3.1.4.12), una enterasa (palmitoil-hidrolasa EC 3.1.2.22), y una
ceramidasa (EC 3.5.1.23), expresandose en los caminos metabdlicos de los lisosomas (ko-
04142), y el metabolismo de esfingolipidos (ko-00600). Si bien la misma fuente de lipidos
(S.presso, Inve®), fue incluida en ambas dietas, las diferencia en los porcentajes de
inclusion originaron una concentracion significativamente menor en 80/20 (10,10 £ 0,20 g
100 g), que en 40/60 (11,30 £0,12 g 100 g') como se discutié en el primer capitulo. A
pesar de no haber realizado perfiles lipidicos de las dietas, al igual que en las proteinas,
podemos inferir que esta diferencia de 1,2 gramos adicionales por cada 100 gr de dieta en
40/60, permiten una mayor disponibilidad y concentracion de lipidos que no fueron
metabolizados por los rotiferos en sus 24 h de enriquecimiento, y que estarian a

disposicion de las zoeas al momento de alimentarse.

A nivel del sistema digestivo, solo dos genes relacionados con el transporte de lipidos, el
MTP (proteina microsomal transferidora de triglicéridos), y el ABCGS5 (Miembro 5 de la sub-
familia G del casete de union a ATP), fueron sobre-expresados en las Z2 alimentadas con
40/60; MPT estuvo presente solamente en la digestion y absorcién de grasas (ko-04975),
mientras que ABCGS5 se sobre-expresé ademas de en la digestion y absorcion de grasas,
en secreciones biliares (ko-04976) y metabolismo del colesterol (ko-04979). En 80/20,
ningun gen relacionado en el sistema digestivo con la absorcion y digestion de grasas fue

sobre-regulado.

El gen MTP, que pertenece a la familia de las proteinas de transferencia de grandes lipidos
(Large Lipid Transfer Protein superfamily - LLTP), esta relacionado a nivel nutricional con
el ensamblaje y empaque de una gran variedad de lipidos, permitiendo el transporte de
grasas digeridas provenientes de la dieta a los tejidos del organismo (Smolenaars et al.,
2007). En crustaceos se resalta su papel en el ensamblaje de lipoproteinas, y el transporte
de lipidos entre el HP y los ovarios durante la vitelogénesis (Subramoniam, 2010; Zeng et
al., 2021; Chen et al., 2023; Hoeger y Schenk, 2023), también juega un papel importante
en la maduracion de las gotas de lipidos y el ensamblaje de lipoproteinas durante el

desarrollo embrionario (Zeng et al., 2021).
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La familia de casetes de unién a ATP (ABC), son un grupo de proteinas ampliamente
caracterizadas en humanos que se unen e hidrolizan ATP, para transportar sustancias a
través de las membranas celulares, la subfamilia que contiene los genes ABCG1, ABCG8
y ABCGS5, esta intimamente relacionada en la regulacion de los mecanismos de trafico de
lipidos y ABCGS5 juega un importante papel en la regulacion de la absorcién de colesterol
proveniente de la dieta (Lee et al., 2001; Schmitz et al., 2001). Aunque en crustaceos no
ha sido muy estudiado, un analisis in silico identificd 46 posibles genes putativos de toda
la familia ABC en el copépodo Tigriopus japonicus (Jeong et al., 2014). LvABCG fue
clonado y caracterizado en L. vanammei, observando un alto nivel de transcripcion en el
HP, algo en los intestino y el estbmago y ninguna sefial en el resto de tejidos examinados
(Zhou et al., 2009). Y en juveniles de P. trituberculatus la familia ABC fue definida como
uno de los genes claves para evaluar las respuestas transcriptémicas en el HP, frente a
diferentes fuentes de lipidos n-3 PUFA (Fang et al., 2021).

La B-oxidacién es una via metabdlica fundamental en la degradacion de acidos grasos
(AG) para producir energia; es un proceso catabdlico que ocurre en las células,
especificamente en la matriz mitocondrial y al parecer en menor grado en los peroxisomas
(Bartlett y Eaton, 2004). Cada reaccion en este camino metabdlico es catalizada por
familias de enzimas catabdlicas, como transferasas, ligasas, deshidrogenasas,
oxidoreductasas e hidrolasas (Skottene et al., 2019). Las funciones de estas moléculas
han sido investigadas en muchos estudios de mamiferos e insectos (Haunerland, 1997;
Plettner et al., 1998; Bartlett y Eaton, 2004), pero en crustaceos aun existen vacios de
informacion importantes (Stewart et al.,, 1994; Skottene et al., 2019). Los analisis
transcriptomicos realizados en el presente estudio, revelan la presencia de muchas de
estas enzimas en los caminos metabdlicos relacionados con el metabolismo de lipidos, y

cdmo su sobre-regulacion también estuvo modulada por el tipo de dieta suministrada.

Aunque en 80/20 no se detectaron genes relacionados con el transporte de lipidos en el
sistema digestivo, y no fueron sobre-reguladas enzimas digestivas (lipasas) en los
lisosomas y peroxisomas, si se pudo detectar en el metabolismo de lipidos la participacion
de cuatro tipos de enzimas en los procesos de biosintesis y degradacién de AG (ko-00061
y ko-00071 respectivamente), asi como con el metabolismo del acido araquidénico (ko-
00590) y de esfingolipidos (ko-00600). La enzima ligasa ACSBG (Acil-Coa sintetasa de
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cadena larga), encargada de unirse a los AG para activar el mecanismo de 3-oxidacién en
las mitocondrias (Schulz, 1991), indica la presencia de degradacion de fuentes lipidicas en
las Z2, esta evidencia unida a la sobre-regulacion de enzimas en el metabolismo del acido
araquidonico y esfingolipidos, permite inferir que los lipidos metabolizados sean aun
remanentes de las reservas de lipovitelina durante la embriogénesis, ricas en fosfolipidos
como la esfingomielina, de donde pudo metabolizarse el acido araquidonico (Tirumalai y
Subramoniam, 1992; Rey et al., 2015), mas no de fuentes dietéticas, debido a la ausencia
especifica de lipasas. A nivel de los peroxisomas solo dos genes fueron sobre-regulados,
la peroxina-6 (PEX-6) implicada en el trafico de membrana, y la PRDX1 (peroxirredoxina
1) que contribuye a la proteccion antioxidante del organelo (Orbea et al., 2000; Wanders

et al., 2023), pero no se detecté actividad de B-oxidacion.

Las Z2 luego de nueve dias de alimentarse con la dieta 40/60, revelaron la sobre-
regulacién de 16 enzimas en 10 de los caminos metabdlicos vinculados con el metabolismo
de lipidos (2 ligasas, 5 hidrolasas, 3 oxidoreductasas, 2 trasnferasas, 3 liasas y 1
isomerasa). En rutas relacionadas con la biosintesis, elongacién y degradacién de AG en
la B-oxidacion mediante reacciones de deshidrogenacion, hidratacion, oxidacion vy tiolisis
donde los fragmentos de acetil-CoA pueden ingresar al ciclo de Krebs para la produccién
de energia (Bartlett y Eaton, 2004). También en caminos metabdlicos especificos
dependiendo del tipo de lipidos a metabolizar (esteroides ko-00100, glicerofosfolipidos,
ésteres de lipidos, acido araquidonico, esfingolipidos y AG insaturados), recalcando
nuevamente una variabilidad de lipidos disponibles en su dieta. Ademas de una mayor
actividad de genes implicados en el trafico de membrana en los peroxisomas, en
comparacion con 80/20 (PEX6, PEX11 y PEX12), se sobre-regularon seis enzimas (tres
oxidoreductasas, dos transferasas, y una ligasa), entre ellas la Carnitina-O (EC 2.3.1.7),
componente clave en los sistemas que controlan la p-oxidacion de AG de cadena muy
larga (Lavarias et al., 2009; Raghuvaran et al., 2023), indicando también metabolismo de

lipidos por esta via.

Los lipidos suministrados en las dietas juegan un importante papel nutricional, ademas de
proveer a los organismo de energia, mantienen la integridad estructural de sus membranas
y funcionan como precursores de esteroides (Ali et al., 2012). Consecuentemente, la

composicion de lipidos en los organismo refleja cambios en sus estados de desarrollo,
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condiciones nutricionales y efectos de factores medioambientales (Zheng et al., 2011).
Cabe destacar la sobre-regulacion de esteroides y su relaciéon con el metabolismo del
colesterol; este lipido constituye en camarones cerca del 90% de sus esteroles, y es
esencial para la sintesis de ecdiesteroides y sesquiterpenos, hormonas reguladoras de la
muda (Kumar et al., 2018). Ironicamente los crustaceos no pueden sintetizarlo de novo y
debe ser suministrado en las dietas, sus requerimientos varian dependiendo de la especie
y fuentes de lipidos del alimento (Sheen, 2000; Gu et al., 2017; Tian et al., 2020).

En el presente estudio, la sobre-regulacién del gen ABCG5 especificamente en el
metabolismo del colesterol (ko-04979), indica el transporte de esteroles en la dieta 40/60.
La mayoria de las larvas tienen la habilidad de reconfigurar varias moléculas de esteroles
de sus dietas para cumplir con sus necesidades especificas (Holme et al., 2009; Wu et al.,
2017; Jeffs y O'Rorke, 2020; Goncalves et al., 2022). La concentracién y disponibilidad del
perfil lipidico en esta dieta, aparentemente les permite a las zoeas realizar este proceso,
que ademas se refleja en el metabolismo de lipidos en la biosintesis de esteroides (ko-
00100). También se ha sugerido que la Chlorella puede contener fitoesteroles que inducen
un efecto hipocolesterolémico en los crustaceos (Kumar et al., 2018; Carneiro et al., 2020).
Sea una u otra la fuente de este nutriente, la biodisponibilidad de nutrientes en 80/20, no
refleja el mismo comportamiento que 40/60, a pesar de haberse usado el mismo tipo de
ingredientes, ratificando nuevamente que la concentracion de lipidos en la dieta afecta los

perfiles de expresion.

Los caminos metabdlicos relacionados con la biosintesis de acidos secundarios biliares
(ko-00121), hormona esteroide (ko-00140), y metabolismo de glicerolipidos (ko-00561), no
estuvieron expresados de manera significativa y positiva en las Z2 de ninguna de las dos
dietas. Si bien ya se indicé cdmo los lipidos dependiendo de su concentracion en la dieta,
pueden afectar la expresion de las lipasas, y el metabolismo y la sintesis de los acidos
grasos, el hecho de que estos caminos no se hayan activado pueden indicar aun el poco
desarrollo del sistema digestivo entre el primer y segundo estadio de zoea en C. sapidus.
En otras especies como L. vanammei estudios de su actividad enzimatica han demostrado
qgue las larvas poseen un set completo de lipasas desde sus primeros estadios larvales
(Rivera-Pérez et al., 2010; Wei et al.,, 2014b); sin embargo, se requieren estudios

especificos en la jaiba azul a lo largo de su desarrollo larval para observar si el
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comportamiento y dinamica de las enzimas digestivas desde Z1 a MG se ajusta al de otros
braquiuros como Maja brachydactylay C. maenas, donde la actividad enzimatica de todas
las enzimas digestivas aumenta a medida que el desarrollo larval ocurre, reflejando el

incremento en complejidad y volumen del HP (Harms et al., 1994; Andrés et al., 2010b).

Los CBH como parte de la dieta no son esenciales para los crustaceos, pueden
almacenarse en los musculos y HP en forma principalmente de glucégeno, y cuando son
requeridos, participan como precursores intermediarios en la produccion de energia,
sintesis de AA no esenciales, acidos nucleicos y quitina cuticular (Anger, 2001). La dieta
80/20 no mostré sobre-expresion del sistema digestivo relacionado con la digestion y
absorcion de CBH (ko-04943). Pero en 40/60 se identificd el gen AKT (Serina/treonina
proteina quinasa no especifica EC 2.7.11.1), que codifica una enzima de tipo transferasa.
Esta enzima desempefia un papel importante en la regulacion del metabolismo de los CBH,
especificamente en la respuesta a la insulina y en la absorcién de glucosa, ampliamente
reconocido es los crustaceos (Zhang et al., 2021, 2022; Dai et al., 2022; Wang et al.,
2022a). Normalmente, el transporte de glucosa se produce a través de varias vias de
sefalizacion de la insulina, como la fosfatidilinositol 3-quinasa (P/3K), proteina quinasa B
(AKT), glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK-38), y transportador de glucosa 4 (GLUT4). La
proteina AKT se fosforila y se activa, desencadenando una serie de eventos que
promueven la absorcién de glucosa (Guo et al., 2019b), asi como sus efectos en los perfiles
metabdlicos del HP durante la regulacién de la hormona hiperglucémica en los procesos

de muda y formacion del exoesqueleto (Li et al., 2017; Zhou et al., 2018).

Los polisacaridos son hidrolizados a oligosacaridos, dextrinas y maltosa y en los
crustaceos, estos compuestos son después completamente hidrolizados a monosacaridos
y transportados como glucosa (Wang et al., 2016). Su comportamiento y caracterizacién
durante la ontogenia han sido estudiados en especies como Procambarus clarkii (Hammer
et al., 2000), Homarus grammarus (Goncalves et al., 2022), Maja brachydactyla (Andrés et
al., 2010b), y varias especies de camarones (Kamarudin et al., 1994; Wei et al., 2014b).
En términos generales, las amilasas, maltasas y quitinasas tienden a incrementarse a
medida que el desarrollo larval avanza. Los perfiles transcriptomicos revelan un
comportamiento similar para las a y B amilasas, isomaltasa, maltasa/a-glucosidasa y [3-

galactosidasa en el desarrollo larval (Wei et al., 2014b; Goncalves et al., 2022). Aunque el
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enfoque de la presente investigacion estuvo encaminado principalmente al
comportamiento de las proteinas y lipidos provenientes de la dieta, y los niveles de
insercion de CBH en la dieta fueron muy bajos (< 1 g 100 g™"), se sobre-expresaron enzimas

relacionadas con su metabolismo, con diferencias entre los tratamientos.

La quitina es el mayor componente estructural del exoesqueleto de los artropodos
(Arakane y Muthukrishnan, 2010), y su produccién es sintetizada como un complejo
proteina-polisacarido en los crustaceos (Horst, 1990; Skinner et al., 1992; Terwilliger,
1999). La quitinasa (CHT), ademas de degradar la quitina proveniente del alimento,
participa durante el estadio de premuda digiriéndola del antiguo esqueleto a una forma
soluble, que es parcialmente reabsorbida para generar uno nuevo (Proespraiwong et al.,
2010); este gen ha sido sugerido, junto con otros, como indicador de crecimiento y
desarrollo de los crustaceos (Xu et al., 2017b). En Scylla paramamosain, y Maja
brachydactyla, se detectaron los niveles mas bajos en Z1, aumentando progresivamente
hasta MG (Andrés et al., 2010b; Zhou et al., 2018), y durante el desarrollo larval de S.
paramamosain su expresiéon aumenté significativamente durante el proceso de premuda
(Zhou et al., 2018).

En Z1 las larvas de Hyas araneus incrementaron hasta 300 % la concentracion inicial de
quitina ocho dias después de su eclosion, sin encontrar diferencias entre larvas que fueron
alimentadas y las que no se alimentaron, siendo la proteina el principal sustrato metabdlico
(Anger y Nair, 1979). Aunque las zoeas poseen una cuticula descalcificada, su crecimiento
se realiza mediante la adicion de capas organicas que implican deposicion de nutrientes;
en contraste, la cuticula en las megalopas y juveniles es mas rigida y parcialmente
calcificada (Anger, 2001). Este gen estuvo sobre-regulado en ambas dietas, y es probable
que su presencia no se deba a procesos de digestion de CBH procedentes de la dieta
debido a la baja concentracion de este nutriente en el alimento, y esté mas relacionada
con las proteinas como se mencioné anteriormente; sin embargo, se requeriran estudios
transcriptomicos mas detallados con el fin de dilucidar su comportamiento y relacion entre
la concentracion de nutrientes dietéticos y los procesos de muda. Analisis en adultos de C.
sapidus en postmuda e intermuda indicaron que el exoesqueleto contenia 60 % de proteina
y un 40% de quitina (Horst, 1990).
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Algunas enzimas de tipo oxidoreductasas y liasas estuvieron sobre-reguladas en ambos
tratamientos en los procesos de glucdlisis y gluconeogénesis (ko-00010), y ciclo del citrato
o Krebs (ko-00020), necesarios para el metabolismo basal de energia y respiracion (Cuzon
et al., 2000); pero no es el objetivo de este trabajo discutir estos procesos. A pesar de que
en el sistema digestivo no se observo la sobre-regulaciéon de ningun gen relacionado con
el aprovechamiento de los CBH, para el tratamiento 80/20 se presentaron tres hidrolasas
a nivel de procesos celulares y metabolismo de aminoazucares y nucledtidos (ko-00520),
la B-L-N-acetilhexosaminidasa (EC 3.2.1.52), y la quitinasa (EC 3.2.1.14); ademas de una
pirofosfatasa (EC 3.6.1.9), en el metabolismo de almidon y sacarosa otras enzimas de tipo

liasas y ligasas participaron en metabolizar el piruvatro, glioxilato y dicarboxilato.

Se identificaron cinco tipos de hidrolasas en las zoeas alimentadas con 40/60, enzimas
gue se encontraron en los lisosomas, y participaron en el metabolismo de aminoazucares
y nucledtidos. Estas fueron la B-L-N-acetilhexosaminidasa y la B-glucoronidasa (EC
3.2.1.31), la ultima también estuvo sobre-expresada en la interconversion de pentosa y
glucuronato (ko-00040) y metabolismo del ascorbato y aldatrato (ko-00053), la a-
glucosidasa (EC 3.2.1.20) en el metabolismo de galactosa (ko-00052), y a-glucosidasa y

una pirofosfatasa (EC 3.6.1.9) en el metabolismo de almidén y sacarosa (ko-00500).

Otras enzimas de tipo oxidoreductasas, liasas y transferasas, les permitieron a las zoeas
alimentadas con 40/60 un abanico mas amplio de uso de sus CBH. Entre ellas esta la ruta
de la pentosa fosfato (ko-00030), clave en la homeostasis del carbono, procesos
antioxidantes, biosintesis de nucleétidos y AA y principal fuente de energia durante la
ecdisis (Stincone et al., 2015; Wang et al., 2016). La expresion de fuentes alternas de
energia como la galactosa (ko-00052) (Wang et al., 2022b). El metabolismo de glucuronato
en el ciclo de Krebs (ko-00040), que junto con el de la pentosa son altamente expresados
cuando se estimula el rapido crecimiento en camarones (Huang et al., 2021). Mejores
respuestas antioxidantes asociadas a la produccién de ascorbato y aldarato (ko-00053)
(Xu et al., 2021; Yang et al., 2022), y una regulacion efectiva de la homeostasis mediante

el metabolismo del propanoato (Wang et al., 2015; Fan et al., 2019).

129



A pesar de que el contenido de CBH en las dietas fue casi el mismo (0,95 £ 0,03 y 0,95 +
0,11 g 100 g para 80/20 y 40/60 respectivamente), las zoeas alimentadas con 80/20
sobre-regularon genes en solo seis de los quince caminos metabdlicos relacionados con
estos nutrientes, mientras que en 40/60 las Z2 lo hicieron en once. Los lipidos y los CBH
estan interconectados en el metabolismo energético, cuando el gasto energético aumenta,
los lipidos se utilizan como fuente principal de energia y si estos estdn en abundante
concentracion, permiten ahorrar los carbohidratos almacenados (Bartlett y Eaton, 2004).
La calidad de nutrientes suministrados por el S.presso (Inve®), proporcionan una alta
concentracion de grasas (32 %), su tabla nutricional inidica una adicion de 150 mg g™ de
w3 HUFA en peso seco, y una proporcion de DHA/EPA de 9. Al presentarse una mayor
concentracion de estos nutrientes en 40/60, es probable que este “ahorro” de CBH les
permitiera a las zoeas una designacion mas amplia de caminos metabdlicos para su
aprovechamiento, a diferencia de 80/20 donde la disponibilidad de los lipidos fue mucho
mas limitada, y por ende lo fueron los CBH. En Scylla parmamosain pudo observarse como
la proporcion en la dieta de DHA/EPA regulé el metabolismo de los CBH a través del
camino de sefalizacién PPAR (receptores activados por proliferadores de peroxisomas),
un grupo de proteinas receptoras nucleares que funcionan como factores de transcripcion

para controlar el metabolismo de CBH vy lipidos (Chen y Yang, 2014; Wang et al., 2022a).

Los minerales realizan una variedad de funciones bioquimicas en la homeostasis y
sefalizacién de las células, y como cofactores de enzimas, ademas de formar parte
estructural del exoesqueleto y tejidos. Los microminerales son cobre, parte integral de los
pigmentos de la hemocianina, hierro componente del citocromo y enzimas; manganeso
que hace parte de algunas enzimas; selenio compuesto de la enzima oxidativa glutatién
peroxidasa y zinc, componente de algunas enzimas (Saborowski, 2015). En el sistema
digestivo, el camino metabdlico relacionado con la absorcion de minerales (ko-04978)
estuvo sobre-regulado en ambos tratamientos; sin embargo, en 80/20 solo el gen SLC39A4
(familia de transportadores de solutos 39 miembro 4), relacionado con la absorcion del Zn
estuvo presente, mientras que en 40/60 se sobre-expresaron el SLC39A4, FTH1 (ferritina,
EC 1.16.3.2), y ATP7A (ATPasa tipo P de union a Cu). En adultos de C. sapidus fue posible
demostrar cambios en la distribucién citosolica del Cu y Zn en el HP, 90 min. después de
la ecdisis, que se correlacionaron positivamente con la degradacién de hemocianina y la

liberacion de Cu (Engel y Brouwer, 1993). Estos microelementos son transportados en el
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organismo unidos a proteinas de tranporte, y se acumulan en granulos concéntricos en las
células R del HP (Vogt, 2019, 2021).

Es probable que la accion de las carbohidrasas, proteasas y lipasas haya podido verse
influenciada a pequena escala por la adicién a una baja concentraciéon de la microalga
Nannochloropsis sp., ya que los crustaceos decapodos poseen la habilidad durante sus
primeros estadios larvales de digerirla, aunque su aporte de nitrégeno, lipidos y CBH sea
pobre en comparacién con otros alimentos (Kent et al., 2011; Gamboa-Delgado et al.,
2019), o como en este caso por la calidad y concentracion de los nutrientes incorporados
en las dietas. Esto solo podria asegurarse observando los perfiles transcriptomicos de las
zoeas alimentadas unicamente con la microalga, aunque en ensayos preliminares (sin
publicar), pudo observarse que las larvas de C. sapidus no sobrevivieron mas de cinco
dias al alimentarse solo con esta microalga, al igual que se ha reportado en sus primeros
intentos de cultivo (Costlow y Bookhout, 1959a; Sulkin y Epifanio, 1975). Al adicionarse al
agua, ademas de los rotiferos enriquecidos, mejor6 la supervivencia de las larvas en
comparacion con otros ensayos piloto en los cuales no se utilizd, reafirmando la
conveniencia de su uso a modo de “agua verde” en el cultivo larvario de crustaceos (Zmora
et al., 2005; Neori, 2011; Basford et al., 2021).

A medida que el alimento es macerado y lubricado con mucus, su consistencia cambia de
sélida a suave y babosa, e inicia su digestién en el estdbmago (Spitzner et al., 2018; Vogt,
2021). Las particulas gruesas pasan directamente al intestino medio y las finas y liquidas
entran al HP, y los productos de bajo peso molecular se absorben por endocitosis en las
células R del HP (Strus et al., 2019; Vogt, 2021). Se ha determinado que uno de los
mecanismos de ingreso de las particulas a las células es mediante endocitosis
dependiente de clatrina (CLTC); la funcién primordiar de este gen es recubrir las vesiculas
intracelulares (Xu et al., 2017a), y fue detectado en los lisosomas de ambas dietas, como

es comun para este organelo (Ballabio, 2016).

Dependiendo de los nutrientes que ingresen a la célula en estas vesiculas recubiertas por
clatrina, los cargamentos se clasifican en distintos destinos y comprenden la participacion
de muchos genes, los cuales no fueron objeto de este estudio. Lo que si se desea resaltar

es que en los procesos de endocitosis de las zoeas alimentadas con 80/20, solo se sobre-
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regularon dos genes, el CLTC anteriormente mencionado y el TSG7107 (subunidad del
complejo ESCRT-I TSG101), que participan en la entrega de cargas en las membranas de
los endosomas tardios (von Zastrow ybSorkin, 2007). Mientras que en 40/60 el proceso de
endocitosis sobre-reguld nueve tipos de genes, entre ellos CLTC y TSG101, proteinas
accesorias a la clatrina como la dinamina (DNM1_3), y marcadores como la ubiquitina
(NEDD4). Esta ultima se asocia a una variedad de proteinas intracelulares para transmitir
sefales de degradacion (Pickart y Eddins, 2004). También se sobre-regularon otros genes
de procesos de sefializaciéon, que dependiendo de las proteinas asociadas a las
membranas de los endosomas, liberaran su carga en diferentes destinos. Las células R
poseen complejos de organelos celulares especificos en su parte basal y apical, la primera
en contacto con el lumen, para promover la absorcion de nutrientes, y la segunda para

entregar los nutrientes y metabolitos a la hemolinfa (Vogt, 2021).

En suma, el conocimiento del transcriptoma y su regulacién es fundamental para la
interpretacion articulada de los diversos constituyentes moleculares que integran la red de
respuesta génica ante un determinado evento inductor. Desde el inicio de la alimentacion
exdgena, entre el primer y segundo estadio de zoeas se pudo determinar que la sobre-
regulacién de los genes relacionados con el sistema digestivo, y los procesos celulares de
transporte y catabolismo, asi como las enzimas que participaron en los procesos de
metabolismo de los lipidos, proteinas y CBH fueron significativamente influenciados por la
concentracion de nutrientes en la dieta. Sin embargo, el niumero de transcripciones fue
bajo en comparacién con otras especies mucho mas estudiadas. Investigaciones futuras
deberan estar encaminadas a dilucidar las secuencias, estructuras y funcionalidad de las

enzimas, con enfoque especial en las digestivas.

Las capacidades fisiolégicas y metabdlicas de las zoeas alimentadas con la dieta con
mayor contenido de lipidos (40/60), no solo mejoraron los niveles de expresion de los
genes relacionados con este nutriente, sino que también influenciaron el metabolismo de
las proteinas y los CBH, y los niveles de expresion de genes relacionados con el sistema
digestivo y transporte y catabolismo celular, durante los dos primeros estadios larvales de
C. sapidus, siendo éste el primer reporte relacionado con este tema para la especie.

Futuras investigaciones permitiran dilucidar cémo el efecto a largo plazo de estas dietas
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puede afectar los patrones de expresion, el metabolismo de nutrientes y sus procesos de

muda, como se observo a nivel macroscopico en el primer capitulo.
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3.Conclusiones

o El enriquecimiento del rotifero B. plicatilis durante 24 h con diferentes proporciones
Ch/Spr afecta significativamente el desarrollo larvario de C. sapidus en términos de
supervivencia, crecimiento y ciclo de muda.

e Las dietas con mayor contenido de lipidos (40/60 y 50/50) mostraron la mejor
supervivencia, duracion del ciclo larvario, tamafio y peso de las megalopas y cortos
periodos de muda.

o Los coeficientes de correlacion indicaron una relacién significativa entre el contenido
de lipidos, cenizas y energia de la dieta y las variables de respuesta de produccién de
las larvas. Los hallazgos pueden aplicarse en pruebas piloto para cultivar larvas de
cangrejo azul en el Caribe y también pueden usarse para estudiar otras especies de
crustaceos con caracteristicas similares.

o El tamafo del transcriptoma y el numero de unigenes anotados cuando las larvas
eclosionan (Inicial), es casi el doble en comparacion a los transcriptomas en las Z2
después de nueve dias de alimentacion con las dietas experimentales.

o Las zoeas de la dieta 40/60 presentaron mayor nimero de genes sobre-regulados, y
participacién en las rutas metabdlicas.

e La concentracién de lipidos suministrados en las dietas afectd a nivel transcriptémico
la expresién de las lipasas, la biosintesis de los acidos grasos, y la B-oxidacion en el
HP y peroxisomas en las larvas de C. sapidus

o El contenido de lipidos en la dieta también influyé en el metabolismo de las proteinas
y los CBH, asi como en los niveles de expresion de genes relacionados con el sistema

digestivo y transporte y catabolismo celular.
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A. Anexo: Identificacion de larvas de
jaiba azul Callinectes sapidus
mediante taxonomia molecular

Se realizé la extraccién de material genético de aproximadamente 0,5 g de larvas recién
eclosionadas, de cada uno de los lotes trabajados en los ensayos de nutricion (capitulo 1),
y de los lotes usados para analisis transcriptomicos (capitulo 2). Cada muestra fue

enjuagada con abundante agua estéril y almacenada a -80 °C para su posterior analisis
(Tabla 1).

Tabla 1. Codigos de muestra asignados a las larvas recién nacidas de Callinectes sapidus
(nacimientos) recolectadas para el desarrollo de los ensayos de nutricion y transcriptémica.

Tipo de ensayo Nacimientos* Codigo de
muestra
N1 NN1
Nutricion N2 NN2
N3 NN3
N4 NN4
N1 NT1
Transcriptdmica N2 NT2
N3 NT3

*Cada nacimiento corresponde a una hembra diferente. Las hembras
fueron capturadas en la Ciénaga Grande de Santa Marta en
diferentes momentos.

Las muestras de los nacimientos fueron procesadas para extraccion de DNA gendmico
(DNAg) usando el kit PureLink genomic DNA mini kit (Invitrogen®) y siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Al finalizar el proceso de extraccién, se realiz6é la

cuantificacién del DNAg por el método de absorcion de luz a 260 nm (Nanodrop 2000c)
(Tabla 2).
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Tabla 2. Concentracion de ADN a 260 nm de los lotes de larvas recién nacidos usados en
los experimentos de nutricion y transcriptomica.

Concentracion a

Tipo de ensayo Muestra 260 nm (ng L")
NN1 237
Nutricién NN2 94
NN3 68
NN4 179
NT1 248
Transcriptdmica NT2 70
NT3 169

La identificacion molecular se realizd6 mediante la amplificacién, secuenciamiento y analisis
filogenético del marcador mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COIl). Para amplificar el
marcador COI por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se utilizaron los
oligonucledétidos COI_CallinecFW: 5’-cacatcttcagacttgcaatctaatg-3’ y COIl_CallinecRv: 5'-
gtgtctacgtctataccaacagtaaa-3’ (Keskin y Atar, 2013), los cuales permiten amplificar un
fragmento de aproximadamente 1000 pb. El tamano y calidad de los fragmentos

amplificados fue monitoreado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 1).

L C- NNI1-NN2-NN3-NT1-NT2-NT3

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con amplificacién del marcador
mitocondrial COIl por PCR. Carril L: marcador de peso molecular de DNA 1kb; Carril C-:
control negativo PCR; Carriles NN: fragmentos COIl amplificados de las muestras de
ensayos de nutricion (1000pb aproximadamente); carriles NT: fragmentos COI
amplificados de las muestras de ensayos de transcriptémica (1000 pb aproximadamente).
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Los fragmentos del COl amplificados por PCR fueron sometidos a secuenciamiento capilar

(tipo Sanger), leyendo ambas cadenas para asegurar la fiabilidad de la secuenciacion. Las

secuencias obtenidas fueron depuradas por calidad de las bases y ensambladas hasta

contigs (secuencia final de la region codificante del COIl) mediante los programas Cap3 y
eBioX version 1.5.1. (Huang y Madan, 1999; Martinez-Barrio et al., 2009) (Tabla 3).

Tabla 3. Secuencias de la regién codificante de COIl de los lotes de larvas recién nacidas
usados en los experimentos de nutricion y transcriptémica ensambladas hasta contigs.

Tipo de
ensayo

Muestra

Contig COl ensamblado

Nutricion

NN1

TACTATAGAACCTAATAAGAAAGTCTTAACTTGTTTTTAGATTTACAATCTAACGCCTGT
AACCTCAGCCATCTTATTATGCAACGATGATTCTTTTCTACAAATCATAAAGACATTGGT
ACATTATATTTCATTTTTGGAGCATGATCTGGGATAGTAGGTACATCACTTAGTTTAATC
ATTCGAGCTGAACTAGGACAACCTGGAACCCTTATTGGAAACGACCAGATTTATAACGTT
GTAGTTACAGCTCACGCCTTTGTTATAATTTTCTTCATAGTTATACCTATCATAATTGGA
GGATTTGGTAACTGATTAGTTCCTCTTATACTAGGAGCTCCTGATATAGCTTTCCCACGA
ATGAATAACATAAGATTCTGACTCCTACCTCCATCACTAACTCTATTACTAATAAGAGGT
ATAGTCGAAAGTGGAGTTGGTACAGGATGAACCGTTTACCCTCCCCTTGCTGCCGCTATT
GCTCACGCAGGGGCCTCAGTTGATCTTGGTATTTTCTCTCTCCACTTAGCAGGTGTATCC
TCAATTCTAGGGGCTGTTAACTTTATAACTACCGTTATTAATATACGCTCATTCGGTATA
AGAATAGACCAAATACCTTTATTCGTCTGATCTGTATTTATTACCGCTATTCTTCTACTT
CTTTCTCTACCTGTATTAGCAGGTGCTATTACTATACTCCTCACTGATCGAAACTTAAAT
ACCTCATTCTTCGACCCAGCTGGAGGAGGTGACCCCGTCCTCTACCAACATCTATTCTGA
TTTTTCGGGCATCCTGAAGTTTATATTCTTATTTTACCTGCCTTTGGTATAATTTCTCAC
ATTGTAAGACAAGAATCAGGTAAAAAAGAATCCTTCGGAACATTAGGCATAATCTACGCT
ATAATGGCTATTGGTATTTTAGGATTCATTGTATGAGCCCACCATATGT

Nutricion

NN2

ATTTTACTATAGAACCTAATAAGAAAGTCTTAACTTGTTTTTAGATTTACAATCTAACGC
CTGTAACCTCAGCCATCTTATTATGCAACGATGATTCTTTTCTACAAATCATAAAGACAT
TGGTACATTATATTTCATTTTTGGAGCATGATCTGGGATAGTAGGTACATCACTTAGTTT
AATCATTCGAGCTGAACTAGGACAACCTGGAACCCTTATTGGAAACGACCAGATTTATAA
CGTTGTAGTTACAGCTCACGCCTTTGTTATAATTTTCTTCATAGTTATACCTATCATAAT
TGGAGGATTTGGTAACTGATTAGTTCCTCTTATACTAGGAGCTCCTGATATAGCTTTCCC
ACGAATGAATAACATAAGATTCTGACTCCTACCTCCATCACTAACTCTATTACTAATAAG
AGGTATAGTCGAAAGTGGAGTTGGTACAGGATGAACCGTTTACCCTCCCCTTGCTGCCGC
TATTGCTCACGCAGGGGCCTCAGTTGATCTTGGTATTTTCTCTCTCCACTTAGCAGGTGT
ATCCTCAATTCTAGGGGCTGTTAACTTTATAACTACCGTTATTAATATACGCTCATTCGG
TATAAGAATAGACCAAATACCTTTATTCGTCTGATCTGTATTTATTACCGCTATTCTTCT
ACTTCTTTCTCTACCTGTATTAGCAGGTGCTATTACTATACTCCTCACTGATCGAAACTT
AAATACCTCATTCTTCGACCCAGCTGGAGGAGGTGACCCCGTCCTCTACCAACATCTATT
CTGATTTTTCGGGCATCCTGAAGTTTATATTCTTATTTTACCTGCCTTTGGTATAATTTC
TCACATTGTAAGACAAGAATCAGGTAAAAAAGAATCCTTCGGAACATTAGGCATAATCTA
CGCTATAATGGCTATTGGTATTTTAGGATTCATTGTATGAGCCC
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Tipo de
ensayo

Muestra

Contig COl ensamblado

Nutricion

NN3

TTTACTATAGAACCTAATAAGAAAGTCTTAACTTGTTTTTAGATTTACAATCTAACGCCT
GTAACCTCAGCCATCTTATTATCGCAACGATGATTCTTTTCTACAAATCATAAAGACATT
GGTACATTATATTTCATTTTTGGAGCATGATCTGGGATAGTAGGTACATCACTTAGTTTA
ATCATTCGAGCTGAACTAGGACAACCTGGAACCCTTATTGGAAACGACCAGATTTATAAC
GTTGTAGTTACAGCTCACGCCTTTGTTATAATTTTCTTCATAGTTATACCTATCATAATT
GGAGGATTTGGTAACTGATTAGTTCCTCTTATACTAGGAGCTCCTGATATAGCTTTCCCA
CGAATGAATAACATAAGATTCTGACTCCTACCTCCATCACTAACTCTATTACTAATAAGA
GGTATAGTCGAAAGTGGAGTTGGTACAGGATGAACCGTTTACCCTCCCCTTGCTGCCGCT
ATTGCTCACGCAGGGGCCTCAGTTGATCTTGGTATTTTCTCTCTCCACTTAGCAGGTGTA
TCCTCAATTCTAGGGGCTGTTAACTTTATAACTACCGTTATTAATATACGCTCATTCGGT
ATAAGAATAGACCAAATACCTTTATTCGTCTGATCTGTATTTATTACCGCTATTCTTCTA
CTTCTTTCTCTACCTGTATTAGCAGGTGCTATTACTATACTCCTCACTGATCGAAACTTA
AATACCTCATTCTTCGACCCAGCTGGAGGAGGTGACCCCGTCCTCTACCAACATCTATTC
TGATTTTTCGGGCATCCTGAAGTTTATATTCTTATTTTACCTGCCTTTGGTATAATTTCT
CACATTGTAAGACAAGAATCAGGTAAAAAAGAATCCTTCGGAACATTAGGCATAATCTAC
GCTATAATGGCTATTGGTATTTTAGGATTCATTGTATGAGC

Nutricion

NN4

GGCTCATACAATGAATCCTAAAATACCAATAGCCATTATAGCATAGATCATGCCTAATGT
TCCGAAGGATTCTTTTTTACCTGATTCTTGTCTCACAATGTGAGAAATTATACCGAAGGC
AGGTAAAATAAGAATATAAACTTCAGGATGTCCGAAAAATCAGAATAGATGTTGGTAGAG
AACAGGGTCGCCTCCTCCAGCTGGGTCGAAGAATGAGGTATTTAAGTTTCGATCAGTGAG
AAGTATAGTAATAGCACCTGCTAATACAGGTAGAGAAAGAAGTAGAAGAATAGCGGTAAT
AAATACAGATCAAACGAATAAAGGTATTTGGTCTATTCTTATACCAAATGAGCGTATATT
AATAACGGTAGTTATAAAGTTAACAGCCCCTAGAATTGAGGATACACCAGCTAAGTGGAG
AGAGAAAATACCAAGATCAACTGAGGCCCCTGCGTGAGCAATAGCGGCAGCAAGGGGAGG
GTAAACAGTTCATCCTGTACCAACTCCACTTTCGACTATACCTCTTATTAGTAATAGAGT
TAGTGATGGGGGTAGGAGTCAGAATCTTATGTTATTCATTCGTGGGAAGGCTATATCAGG
AGCTCCTAGTATAAGAGGAACTAATCAATTACCAAATCCTCCAATTATAATAGGTATAAC
CATGAAGAAAATTATAACAAAGGCGTGAGCTGTAACTACAACGTTATAAATCTGGTCGTT
TCCAATAAGGGTTCCAGGTTGTCCTAGTTCAGCTCGAATGATTAAACTAAGTGATGTACC
TACTATCCCAGATCATGCTCCAAAAATGAAATATAATGTACCAATGTCTTTATGATTTGT
AGAAAAGAATCATCGTTGCATAATAAGATGGCTGAGGTTATAGGCGTTAGATTGTAAATC
TAAAAACAAGTTAAGACTTTCTTATTAGGTCTATAGTAAA

Transcriptomica

NT1

TGGGCTCATACAATGAATCCTAAAATACCAATAGCCATTATAGCGTAGATTATGCCTAAT
GTTCCGAAGGATTCTTTTTTACCTGATTCTTGTCTTACAATGTGAGAAATTATACCAAAG
GCAGGTAAAATAAGAATATAAACTTCAGGATGCCCGAAAAATCAGAATAGATGTTGGTAG
AGGACGGGGTCACCTCCTCCAGCTGGGTCGAAGAATGAGGTATTTAAGTTTCGATCAGTG
AGGAGTATAGTAATAGCACCCTGCTAATACAGGTAGAGAAAGAAGTAGAAGAATAGCGGT
AATAAATACAGATCAGACGAATAAAGGTATTTGGTCTATTCTTATACCGAATGAGCGTAT
ATTAATAACGGTAGTTATAAAGTTAACAGCCCCTAGAATTGAGGATACACCTGCTAAGTG
GAGAGAGAAAATACCAAGATCAACTGAGGCCCCTGCGTGAGCAATAGCGGCAGCAAGGGG
AGGGTAAACGGTTCATCCTGTACCAACTCCACTTTCGACTATACCTCTTATTAGTAATAG
AGTTAGTGATGGGGGTAGGAGTCAGAATCTTATGTTATTCATTCGTGGGAAAGCTATATC
AGGAGCTCCTAGTATAAGAGGAACTAATCAGTTACCAAATCCTCCAATTATGATAGGTAT
AACTATGAAGAAAATTATAACAAAGGCGTGAGCTGTAACTACAACGTTATAAATCTGGTC
GTTTCCAATAAGGGTTCCAGGTTGTCCTAGTTCAGCTCGAATGATTAAACTAAGTGATGT
ACCTACTATCCCAGATCATGCTCCAAAAATGAAATATAATGTACCAATGTCTTTATGATT
TGTAGAAAAGAATCATCGTTGCATAATAAGATGGCTGAGGTTATAGGCGTTAGATTGTAA
ATCTAAAAACAAGTTAAGACTTTCT
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Tipo de
ensayo

Muestra

Contig COl ensamblado

Transcriptéomica

NT2

GGGCTCATACAATGAATCCTAAAATACCAATAGCCATTATAGCGTAGATCATGCCTAATG
TTCCGAAGGATTCTTTTTTACCTGATTCTTGTCTCACAATGTGAGAAATTATACCAAAGG
CAGGTAAAATAAGAATATAAACTTCAGGATGCCCGAAAAATCAGAATAGATGTTGGTAGA
GGACGGGGTCACCTCCTCCAGCTGGGTCGAAGAATGAGGTATTTAAGTTTCGATCAGTGA
GAAGTATAGTAATAGCACCTGCTAATACAGGTAGAGAAAGAAGTAGAAGAATAGCGGTAA
TAAATACAGATCAGACGAATAAAGGTATTTGGTCTATTCTTATACCGAATGAGCGTATAT
TAATAACGGTAGTTATAAAGTTAACAGCCCCTAGAATTGAGGATACACCAGCTAAGTGGA
GAGAGAAAATACCAAGATCAACTGAGGCCCCTGCGTGAGCAATAGCGGCAGCAAGGGGAG
GGTAAACGGTTCATCCTGTACCAACTCCACTTTCGACTATACCTCTTATTAGTAATAGAG
TTAGTGATGGGGGTAGGAGTCAGAATCTTATGTTATTCATTCGTGGGAAAGCTATATCAG
GAGCTCCTAGTATAAGAGGAACTAATCAGTTACCAAATCCTCCAATTATGATAGGTATAA
CTATGAAGAAAATTATAACAAAGGCGTGAGCTGTAACTACAACGTTATAAATCTGGTCGT
TTCCAATAAGGGTTCCAGGTTGTCCTAGTTCAGCTCGAATGATTAAACTAAGTGATGTAC
CTACTATCCCAGATCATGCTCCAAAAATGAAATATAATGTACCAATGTCTTTATGATTTG
TAGAAAAGAATCATCGTTGCATAATAAGATGGCTGAGGTTATAGGCGTTAGATTGTAAAT
CTAAAAACAAGTTAAGACTTTCTTATTAGGTCTATAGTA

Transcriptomica

NT3

TTATATTTCATTTTTGGAGCATGATCTGGGATAGTAGGTACATCACTTAGTTTAATCATT
CGAGCTGAACTAGGACAACCTGGAACCCTTATTGGAAACGACCAGATTTATAACGTTGTA
GTTACAGCTCACGCCTTTGTTATAATTTTCTTCATAGTTATACCTATCATAATTGGAGGA
TTTGGTAACTGATTAGTTCCTCTTATACTAGGAGCTCCTGATATAGCTTTCCCACGAATG
AATAACATAAGATTCTGACTCCTACCCCCATCACTAACTCTATTACTAATAAGAGGTATA
GTCGAAAGTGGAGTTGGTACAGGATGAACCGTTTACCCTCCCCTTGCTGCCGCTATTGCT
CACGCAGGGGCCTCAGTTGATCTTGGTATTTTCTCTCTCCACTTAGCAGGTGTATCCTCA
ATTCTAGGGGCTGTTAACTTTATAACTACCGTTATTAATATACGCTCATTCGGTATAAGA
ATAGACCAAATACCTTTATTCGTCTGATCTGTATTTATTACCGCTATTCTTCTACTTCTT
TCTCTACCTGTATTAGCAGGTGCTATTACTATACTCCTCACTGATCGAAACTTAAATACC
TCATTCTTCGACCCAGCTGGAGGAGGTGACCCCGTCCTCTACCAACATCTATTC

Utilizando los contigs ensamblados para cada muestra, se llevd a cabo un analisis

filogenético que permitiera clasificar las muestras de interés al grupo taxonémico al que

pertenecen, utilizando el programa IQ-TREE Version 1.6.12 (Kalyaanamoorthy et al.,

2017), con el cual se calcul6 la matriz de distancias y se construyé un arbol filogenético

por el método de Maxima Verosimilitud (Maximun Likelihood-ML), usando el método de

“bootstrap” con 1000 réplicas. Las secuencias usadas para la reconstruccion filogenética,

pertenecian a secuencias de referencia de los géneros Callinectes sp., Portunus sp.,

Necora sp., Cancer sp y Carcinus sp (Yamauchi et al., 2003; Keskin y Atar, 2013; Brand&o
etal., 2016; Windsor et al., 2019; Winarni y Kusbiyanto, 2021; Frolova et al., 2022; Schubart

et al., 2023). El arbol filogenético consenso fue visualizado y editado graficamente

utilizando el programa FigTree v1.4.4 (Rambaut et al., 2016) (Figura 2).
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Figura 2. Arbol filogenético consenso construido a partir de alineamiento de secuencias de
nucledtidos del marcador mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COIl). La filogenia fue
construida empleando el método de maxima verosimilitud (Maximun likelihood), el modelo
de General Time reversible (GTR) + distribucion Gamma de 4 categorias (G4) y el método
estadistico de Bootstrap con 1.000 réplicas (GTR+G4). El mejor modelo de sustitucion fue
definido mediante el BIC score (Bayesion information Criterion) y el arbol filogenético fue
visualizado con el programa FigTree v1.4.4.
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Resultados de la taxonomia molecular:

Se logré extraer exitosamente el DNA gendmico de las muestras de los nacimientos
procesadas. Usando el DNAg se logré amplificar exitosamente el marcador molecular
mitocondrial citocromo oxidasa | (COI) de todas las muestras.

De acuerdo con la matriz de distancias calculada y el arbol filogenético reconstruido, se
logré determinar que las muestras evaluadas son taxondmicamente cercanas a las
secuencias de referencia de Callinectes sapidus con distancia entre 0.00 y 0.04 (Para
las secuencias evaluadas). Esto fue corroborado en el arbol filogenético realizado por
el método de maxima verosimilitud, en el cual se observan las secuencias en estudio,
formando un grupo taxondmico hermano con secuencias de referencia de Callinectes
sapidus con un bootstrap de 99 (Figura 2: secuencias agrupadas en color verde).

Los resultados obtenidos indican que los individuos derivados de los nacimientos
usados en este trabajo para los ensayos de nutricion y transcriptomica, se puede

clasificar a nivel de especie como Callinectes sapidus.
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