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Resumen

La larvicultura de peces se ha basado
principalmente en alimentacion con presas vivas, el
pescado blanco de Patzcuaro (Chirostoma estor)
no es la excepcion. Por lo tanto, se han
desarrollado microdietas especificas para reducir el
uso del alimento vivo y con ello los costos de
produccién. El objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto nutrigenémico de la alimentacién con
alimento vivo (rotifero) y una microdieta, en el
desempefio y expresion de genes de larvas de C.
estor. Las larvas alimentadas con rotifero lograron
un mejor desempefio que aquellas alimentadas con
microdieta. Se ensamblo el transcriptoma de novo
de larvas completas y se realizaron los respectivos
andlisis de correlacion de muestras y expresion
diferencial. Se obtuvo la anotaciéon de 179 genes
expresados diferencialmente (p < 0.01) en el
tratamiento de alimentacion con rotifero. Mediante
un analisis profundo fue posible determinar un
conjunto de genes relacionados al crecimiento y
desarrollo muscular, éseo y cartilaginoso. Lo
anterior se correlacioné con los resultados de
desempefio larvario y de histologia. Por lo tanto, la
nutrigendmica puede emplearse como herramienta
para la mejora de futuras formulaciones en larvas
de C. estor.

Abstract

Fish larviculture has been based mainly on feeding
with live prey, Pike silverside (Chirostoma estor) is
not an exception. Though, specific microdiets have
been developed for this species to reduce the use
of live food and production costs. This work aimed

to evaluate the nutrigenomic effect of feeding C.
estor larvae with live food (rotifer) and a microdiet
on larval performance and gene expression. Larvae
fed rotifer achieved better performance than larvae
fed with microdiet. De novo transcriptome of whole
larvae was assembled, and the respective analyzes
of sample correlation and differential expression
were performed. The annotation of 179 differentially
expressed genes (p < 0.01) was obtained in rotifer-
feed treatment. Through an in-depth analysis,
genes related to the growth and development of
muscle, bone, and cartilage were found. The latter
was correlated with larval performance and
histology results. Therefore, nutrigenomics is a
useful tool to improve future formulations in C. estor
larvae.

Introduccion

El pescado blanco (Chirostoma estor) tiene gran
valor comercial y alta demanda en el mercado,
siendo hasta hace unos afos, la base de la
pesqueria del lago de Patzcuaro. Se han realizado
diversas investigaciones con la finalidad de
establecer los requerimientos bésicos para el
cultivo de esta especie, principalmente en las areas
de alimentacion y nutricion de etapas tempranas
(larvas y juveniles), ya que son los estadios en
donde se presentan las mas altas mortalidades
(Martinez-Palacios et al., 2008).

La larvicultura de peces se ha basado
principalmente en alimentacion con presas vivas
(organismos zooplanctonicos) debido al buen
desempefio que promueven en las larvas; el
pescado blanco de Patzcuaro (Chirostoma estor)
no es la excepcién. Por ello, diversos trabajos de
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investigacion se han enfocado en el desarrollo y
aplicacion de microdietas especificas para reducir
el uso del alimento vivo y con esto disminuir los
costos de produccion (Martinez-Palacios et al.,
2006). En ese sentido, recientemente se probé una
microdieta para larvas de C. estor con la que se
consiguio reducir el uso del alimento vivo (rotifero),
disminuyendo el tiempo de destete de las larvas.
Sin embargo, las larvas alimentadas con la
microdieta mostraron menor crecimiento y
supervivencia en comparacion con las que se
alimentaron Unicamente con rotifero (Kolkovski et
al., 1993).

Debido a que se desconocian las implicaciones a
nivel de expresion génica de la alimentacién con
rotifero y con microdieta en larvas de C. estor, se
utiliz6 un enfoque nutrigendmico para evaluar
dichas implicaciones asociadas o derivadas por
esta intervencion dietaria, a través de los cambios
en el transcriptoma de las larvas (Martin y Krol,
2017).

Por lo tanto, el objetivo de éste trabajo fue evaluar
el efecto nutrigenémico de la alimentacién con
rotifero y una microdieta en el desempefio y en la
expresion de genes de larvas de C. estor.

Materiales y Métodos

El experimento se llevo a cabo en la planta de
produccioén de pescado blanco de Patzcuaro dentro
de las instalaciones del Laboratorio Nacional de
Nutrigendmica y Microbiémica Digestiva Animal
(LANMDA), IIAF-UMSNH.

El disefio experimental consisti6 de dos
tratamientos con 5 repeticiones cada uno, las larvas
se distribuyeron aleatoriamente quedando 200

larvas en cada tanque. Un tratamiento consistié en
alimentar a las larvas Unicamente con rotifero ad
libitum (25-30 rotiferos/mL) hasta el final del
experimento. En el tratamiento de alimentacién con
microdieta, las larvas se alimentaron Unicamente
con rotifero hasta los 7 dias post-eclosion (dpe).
Durante el octavo y noveno dpe, las larvas fueron
co-alimentadas alternando rotifero y microdieta
para llevar a cabo el proceso de adaptacion al
alimento artificial (destete). A partir del dia 10 post-
eclosion, se retirdé el rotifero y se alimenté
Unicamente con la microdieta. Las larvas fueron
alimentadas con las microdietas de forma manual
cada hora durante las primeras 12 h del dia; para
las 12 h subsecuentes se utilizaron alimentadores
automaticos (BOYU ZW-82), proporcionando
cuatro alimentaciones con un intervalo de 3 horas
cada una. La duracién total del experimento fue de
27 dias. Durante toda la fase experimental las
larvas se mantuvieron bajo un fotoperiodo 24L:00.

La microdieta se prepar6 en forma de
microagregados utilizando el método de Spray-
Drying, con un tamafio de particula que vari6 de 1
a 100 pm aproximadamente.

Al final del experimento se cuantificaron diferentes
parametros de desempefio larvario (supervivencia,
peso final y tasa de crecimiento especifico) a las
larvas. Asimismo, se tomaron muestras para
realizar la evaluacion histoldgica y la secuenciacion
de RNA (RNA-seq) con la finalidad de observar los
cambios en el transcriptoma. Con herramientas
bioinformaticas se ensamblé el transcriptoma de
novo de larvas completas y se realizaron los
respectivos analisis de correlacion de muestras y
expresion diferencial (Fig. 1).
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Figura 1. Pipeline empleado para el andlisis de datos derivados del proceso de secuenciacion.

Resultados

Los valores de crecimiento y supervivencia de los
tratamientos se muestran en la Tabla 1, en donde

claramente se observa que las larvas alimentadas
solo con rotifero presentan un mejor desempefio.



Tabla 1. Supervivencia (S), peso corporal final (PF), y tasa de crecimiento especifico (SGR) de larvas de C.
estor después de 27 dias de tratamiento. Los datos se expresan como medias * desviacion estandar. * indican
diferencias significativas (p<0.05).

Valores

promedio Rotifero Microdieta
S (%) 88.24 + 3.85* 53.76 £13.19
PF (mg) 5.28 +1.13* 1.66 + 0.65

SGR (% mg/dia)  14.43 +0.78* 9.94+151

un fold-change de 4), para el tratamiento de
alimentacion con rotifero fue de 554 genes, de los
cuales se obtuvo la anotacion Unicamente de 179
(Fig. 2). Se realizé un analisis profundo de los
genes que brindaran mayor informacion para

Los cortes histoldgicos correspondientes a las
larvas alimentadas con rotifero mostraron un mayor
crecimiento y desarrollo muscular a diferencia de
las larvas alimentadas con microdieta.

La secuenciacion del transcriptoma permitio
comparar los perfiles de expresion génica de
ambos tratamientos. Los andlisis de correlacion de
muestras y de componentes principales indicaron
que los perfiles de expresion transcripcional fueron
diferentes entre los tratamientos.

El total de genes diferencialmente expresados (con

explicar el buen desempefio de las larvas
alimentadas con rotifero, con ello fue posible
identificar un conjunto de genes relacionados al
crecimiento y desarrollo muscular, &éseo vy
cartilaginoso, lo cual fue validado también con el
crecimiento muscular observado histolégicamente.
Ademas, se observd la sobre-expresion de algunos
genes de enzimas digestivas o precursores de

un false discovery rate (FDR) significativo de 0.01 y éstas
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Fig 2. Heat map. Representacion de genes expresados diferencialmente (fold-change=4 y p-value=0.01) en
cada tratamiento. De acuerdo con la paleta de color (Color key — esquina superior izquierda), aquellos genes
que se encuentre entre la gama de colores negro-morado se encuentran sub-expresados; aquellos genes que
se encuentren entre la gama de colores marron-amarrillo son los sobre expresados diferencialmente segun el
tratamiento. Rotifero (linea azul turquesa superior). Microdieta (linea roja superior).



Discusion

Las larvas que fueron alimentadas con rotifero
presentaron un mejor desempefio, lo cual ha sido
reportado por diversos autores, quienes sefialan
gue el alimento vivo es el mejor alimento para la
etapa larvaria, reflejando mayor supervivencia y
crecimiento en comparacion con las larvas
alimentadas con microdietas o alimento formulado
(Cahu y Zambonino-Infante, 2001).

El bajo desempefio de las larvas alimentadas con
microdietas se ha atribuido, principalmente, a un
sistema digestivo inmaduro y una baja capacidad
enzimatica. Los genes de enzimas digestivas que
resultaron sobre-expresados diferencialmente en
las larvas alimentadas con rotifero, sugieren que el
alimento vivo permite el desarrollo y maduracion del
sistema digestivo de especies altricias (Panserat y
Kaushik, 2010). Por lo tanto, también se sugiere
que la microdieta usada en la alimentacion de las
larvas de pez blanco no es adecuada para dicha
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