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1. INTRODUCCION






1 INTRODUCCION

1.1 ESTADO ACTUAL DE LA ACUICULTURA

Desde el afio 1970 la cria y el crecimiento de peces en cultivo ha cobrado importancia como
fuente de proteina de alto valor nutricional para la poblacion mundial. Concretamente, la produccién
intensiva ha crecido desde 3,5 millones de toneladas en el citado afo a 97,2 millones de toneladas en
el ano 2013 (FAO, 2014). De esta manera, la acuicultura en el panorama mundial se enmarca dentro
de las actividades productivas mds importantes y de mayor desarrollo en las ultimas décadas,
logrando una tasa de crecimiento de un 6,2 % en el periodo 2000-2012, tendencia que segun las

estimaciones no cambiara a lo largo de los préximos afos.

En la actualidad, la acuicultura presenta diversos desafios que dificultan la consolidacidn tanto
de especies como de modelos o sistemas de cultivo. Una de las principales problematicas del sector
es su vinculacion con la sobreexplotacion de determinadas pesquerias (Asche, 2008), debido
principalmente a la dependencia de la harina de pescado como fuente preferente de proteina para la
fabricacion de piensos y dietas empleadas en la alimentacién de las especies cultivadas en sistemas

controlados.

Sin embargo, la acuicultura se consolida como una actividad predecible y de facil capacidad
para planificar, lo cual contrasta con otros métodos u opciones que tienen como finalidad satisfacer
la demanda de proteina animal, como es el caso de la pesca extractiva, que resulta mucho mas

agresiva en términos ecoldgicos y con rendimientos que dependen de fenémenos climaticos.

En la acuicultura marina, la dorada (Sparus aurata) es la especie de mayor produccion acuicola
en Espafia y, entre los peces de origen marino, en Europa. En el afio 2013, la produccidn total de esta
especie, cultivada fundamentalmente en el area mediterranea, se cuantifico en 152 mil toneladas
aportando el 56 % del total de la produccién de peces marinos de Europa (FEAP, 2014). Esta especie,
de habitos carnivoros, esta presente a lo largo de las costas del Atlantico desde Gran Bretafia hasta
Senegal y debido a sus habitos eurihalinos y euritérmicos, la especie se encuentra tanto en
ambientes marinos como salobres. Sin embargo, a pesar del interés comercial en la produccion de S.
aurata, los datos y recursos gendmicos para estudiar el impacto de los nutrientes de la dieta sobre el

metabolismo en esta especie siguen siendo limitados.

Hoy en dia, uno de los objetivos principales de la investigacion aplicada a la piscicultura es el
estudio de la regulacion del crecimiento ante cambios medioambientales, disponibilidad de
nutrientes y composiciéon de las dietas suministradas. En este sentido, se han dedicado grandes

esfuerzos en realizar investigaciones sobre la nutricién de peces con el objetivo de comprender el
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papel que juegan enzimas claves en el metabolismo intermediario (Metdn et al., 1999; Panserat et
al., 2002; Fernandez et al., 2007), asi como en la regulacidn endocrina del crecimiento (Saera-Vila et
al., 2009; Vargas-Chacoff et al., 2009). Por otra parte, mencién especial merece la investigacién sobre
el papel que juegan los carbohidratos en el metabolismo de los peces carnivoros, ya que éstos no
presentan un control estricto de los niveles de glucosa en sangre, lo que limita su inclusién (Wilson,
1994; Polakof et al., 2012), y hace que resulten mas dependientes de las proteinas y el metabolismo
de aminoacidos para satisfacer sus demandas energéticas. El estudio de los requerimientos proteicos
y energéticos, ha permitido ajustar la proporcidn de proteinas en las dietas (Fernandez et al., 1999;
Metdn et al., 1999; Fernandez et al., 2007), observando una gran eficiencia en el metabolismo
aminoacidico en peces (Ballantyne, 2001). Estos organismos se adaptan a la oxidacién preferente de
aminodcidos no esenciales y de aquéllos que estan en exceso en la dieta (Rgnnestad, 2003; Abboudi
et al., 2009). En este sentido, un objetivo importante en la acuicultura es reducir la cantidad de
proteina suministrada con las dietas y aumentar el contenido de nutrientes mds econémicos para
reemplazar la harina de pescado (Naylor et al., 2009). La disminucién en la cantidad de proteina
suministrada con la dieta aliviard la presién y la dependencia de la pesca extractiva (Naylor et al.,
2000; Cao et al., 2015). Por otra parte, es un hecho que el exceso de proteinas en la dieta de los
peces en cultivo conduce a la eutrofizacion de las aguas locales como consecuencia del aumento de
la excrecion de amoniaco y compuestos organicos (Cole et al., 2009), por lo que el descenso de
proteina con las dieta contribuiria a la disminucidn de la eutrofizacién, mejorando los pardmetros

medioambientales.
1.2 METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS EN PECES

Los peces carnivoros no presentan un control estricto de los niveles de glucosa en sangre. En
estos animales, después de la administracion de glucosa o la alimentacién con dietas con elevados
niveles de carbohidratos, se observa que la hiperglicemia se mantiene elevada durante mas tiempo
gue en los mamiferos. Este perfil metabdlico imita a la diabetes tipo 2 en humanos (Wright, Ir. et al.,
1998; Moon, 2001). El elevado porcentaje de proteinas y la baja cantidad de carbohidratos presentes
en su dieta natural hace que los aminoacidos resulten importantes sustratos gluconeogénicos para la
sintesis de novo de glucosa y glucégeno. Por otro lado, los peces omnivoros metabolizan mejor la
glucosa que los peces carnivoros, sin embargo esta capacidad es menor que la que presentan los

mamiferos (Furuichiy Yone, 1981).

Aungue se ha reportado que la utilizacién de carbohidratos, suministrados con la alimentacién,
es limitada, diversos trabajos muestran que los carbohidratos de la dieta pueden ser utilizados para

sustituir parcialmente a las proteinas como fuente de energia en los peces de cultivo. La sustitucion



parcial de proteinas por carbohidratos en las dietas suministradas a peces en cultivo resulta
relativamente bien tolerada por la dorada mediante la adaptaciéon de la actividad de enzimas
hepdticas que resultan clave en glucdlisis, gluconeogénesis, via de las pentosas fosfato vy

metabolismo de aminoacidos (Fernandez et al., 1998, 2007; Meton et al., 1999).

Las bases moleculares que determinan la baja capacidad de los peces carnivoros para utilizar
los carbohidratos aun no han sido totalmente esclarecidas. Se sugirié que niveles bajos de insulina
enddgena, podrian contribuir al mantenimiento de una hiperglicemia prolongada y de la baja
capacidad de los peces para utilizar niveles elevados de carbohidratos (Palmer y Ryman, 1972;
Wilson y Poe, 1987). Sin embargo, los niveles de insulina en los peces son similares o a menudo mas
elevados que los observados en mamiferos (Plisetskaya, 1998). Si bien se ha observado un aumento
de la insulina en plasma después de la administracion de glucosa en los peces (Masayuki Furuichi,
1982), ciertos aminodcidos parecen ser estimuladores mas potentes que la glucosa en la liberacion
de insulina. Los peces tienen receptores especificos de insulina y también para los factores de
crecimiento insulinicos (insulin-like growth factor, 1GF-I e IGF-ll) (Gutiérrez y Plisetskaya, 1991;
Drakenberg et al., 1993). Las propiedades de unidn de estos receptores en diferentes tejidos y en
diferentes especies de peces también han sido estudiadas. El tejido muscular de trucha arcoiris
presenta un 3-10 % mds de receptores de insulina en membrana que la rata. No obstante, en
general, la cantidad total del receptor de insulina que se encuentra unido a insulina en trucha es

inferior al reportado en mamiferos (Gutiérrez y Plisetskaya, 1991).

La incapacidad relativa de los peces carnivoros para utilizar los carbohidratos se describié que
podia ser debida en parte a la ausencia de actividad de la enzima glucoquinasa en higado (GK, EC
2.7.1.2) (Wilson, 1994). La GK es una isoforma de hexoquinasa que se caracteriza por su baja afinidad
a la glucosa, y que se expresa en higado y pancreas de mamiferos. Diversos estudios han demostrado
su expresion en higado de peces, como S. aurata (Caseras et al., 2002), Hippoglossus hippoglossus
(Tranulis et al., 1997), Salmo salar (Tranulis et al., 1996) y Cyprinus carpio (Panserat et al., 2000). Por
otra parte, La sobreexpresiéon de la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa, EC 3.1.3.9), conlleva una excesiva
produccién hepatica de glucosa, y como consecuencia puede promover hiperglicemia (Trinh et al.,

1998).

Muchas especies de peces presentan periodos prolongados de ayuno en su medio natural, a
menudo relacionados con la migracion y el desove. En estas situaciones, las variaciones en los niveles
de glucdgeno en higado y musculo dependen en gran medida de la especie estudiada. En S. aurata, el
glucdgeno, tiende a disminuir significativamente tras 8 dias de ayuno y alcanza niveles minimos

después de 20 dias de ayuno (Baanante et al., 1991; De Frutos et al., 1991; Metdn et al., 1999).



Asimismo, Navarro et al. (1992) encontraron también una disminucién significativa del contenido de
glucdgeno tras 8 dias de ayuno, en trucha de rio. Sin embargo, en anguila europea (Anguilla anguilla)
sometida a ayuno en condiciones de laboratorio, la concentracién de glucégeno en higado no
disminuyd hasta superar los 96 dias de ayuno, y el glucégeno muscular permanecié en sus niveles
iniciales tras 164 dias de ayuno (Dave et al., 1975). Comparado con los peces, el glucégeno hepatico
de rata es rapidamente metabolizado y sus niveles estan practicamente agotados después de 24

horas de ayuno, incluso en ausencia de actividad fisica vigorosa (Freedland, 1967).
1.3 METABOLISMO DE AMINOACIDOS EN PECES

La mayor parte de especies de peces son carnivoras y requieren altos contenidos de proteina
en la dieta. Los aminodcidos son los componentes fundamentales de las proteinas, clasificandose en
esenciales y no esenciales. Los aminoacidos esenciales no pueden ser sintetizados por el organismo y
deben ser suministrados con la dieta. Dependiendo de la especie, los requerimientos varian entre un
35 y un 55 % (Ballantyne, 2001), siendo la proteina el componente mas abundante y costoso de las
dietas para peces carnivoros. La naturaleza predominantemente carnivora de los peces queda
reflejada en un metabolismo adaptado a emplear aminoacidos como principal sustrato energético y
gluconeogénico (Ballantyne, 2001). Los requerimientos primarios de los aminoacidos son para la
sintesis de proteinas y en menor medida, para la sintesis de otros compuestos, como hormonas,
purinas, neurotransmisores y cofactores. En peces, el principal destino de los aminodacidos después
de los requerimientos para la sintesis de proteina es para la produccién de energia. Embriones y
larvas de peces dependen exclusivamente de los aminodacidos para la obtencién de energia y
consecuente desarrollo (Ohkubo y Matsubara, 2002). En el caso de los teledsteos, el catabolismo de
los aminoacidos es promovido por el hecho de que no precisan gastar energia convirtiendo el amonio
en urea, ya que lo excretan directamente al medio a través de las branquias (Kaushik y Seiliez, 2010),
lo que a su vez contribuye a la eutrofizacion de las aguas en acuicultura (Davenport et al., 2003). En
el organismo, los aminoacidos derivan de dos fuentes principales: la dieta y el catabolismo de
proteinas corporales. El catabolismo de proteinas corporales suministra menos del 50 % de los
aminodcidos precursores para formar proteinas en peces, lo que hace que éstos sean mas
dependientes de las fuentes dietéticas que otros vertebrados. En términos energéticos, una de las
principales funciones de los aminoacidos es actuar como sustratos catabdlicos para proveer ATP con
fines biomecanicos, sintéticos y para procesos de transporte. En este sentido, los aminodcidos
parecen ser una fuente de energia mas importante que los carbohidratos en peces (Cowey, 1994).
Asimismo, la capacidad de convertir la proteina ingerida en proteina somatica es mucho mas

eficiente en peces que en aves y mamiferos (Tacony Cowey, 1985).
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Kaushik y Seiliez. (2010) indican que la falta de control del catabolismo aminoacidico podria ser
el principal factor de los elevados requerimientos de proteina en peces. No obstante, diferentes
estudios realizados en peces sefialan una modulacidén de las enzimas del metabolismo de los
aminodcidos en respuesta de la composicion de la dieta. La reduccién de la relacion
proteina/carbohidrato de la dieta ha demostrado reducir las actividades de las enzimas aspartato
aminotransferasa (AST, EC 2.6.1.1) vy alanina aminotransferasa (ALT, EC 2.6.1.2) en el higado de
dorada (Metén et al., 1999; Fernandez et al., 2007), Rhamdia quelen (Bibiano Melo et al., 2006), y
Oreochromis niloticus (Gaye-Siessegger et al., 2006). El metabolismo de los peces promueve mayores

tasas de oxidacion de aminodacidos que en los mamiferos.

En peces, la tasa de oxidacion de los aminodcidos supera con creces la de incorporacién a
glucosa a través de la via gluconeogénica (Ballantyne, 2001). En mamiferos, la oxidacién completa de
los aminoacidos en el higado produciria mas ATP de lo que realmente requiere el animal (Brosnan,
2003), por lo que tienden a metabolizar la glucosa. En cambio, en peces carnivoros como el salmén
del atlantico, las tasas de oxidacién de aminoacidos como la alanina llegan a superar en 10 veces la
tasa de incorporacidn de glucosa. De esta manera, los aminodcidos son precursores preferentes en
los peces para la sintesis de glucosa (Enes et al., 2009; Polakof et al., 2012) y de lipidos enddgenos

(Masanori Nagai, 1972).

Se han logrado grandes progresos en la optimizacion de la retencion de la proteina de la dieta.
Una de las estrategias mas comunes ha sido manipular la relacion proteina/energia. La reduccién de
esta relacién mediante nutrientes no nitrogenados ha demostrado promover la retencién proteica en
peces, asi como reducir la excrecién de nitrogeno soluble al medio (Kaushik y Seiliez, 2010). Es sabido
que los lipidos son facilmente digeridos y metabolizados por los peces. Sin embargo, niveles
demasiado elevados en dieta pueden derivar en una acumulacién excesiva de grasas corporales y en
un crecimiento menor (McGoogan y Gatlin, 2000). Como ya se ha detallado anteriormente, la
incorporacion de carbohidratos se ve limitada por la naturaleza carnivora del metabolismo hepatico

de los peces.

Los aminoacidos son reguladores claves en el flujo metabdlico y son considerados como
moléculas implicadas en vias de sefializacién. Investigaciones desarrolladas en trucha arcoiris por
Lansard et al. (2010) mostraron que los aminoacidos, de manera dependiente de la dosis, son
capaces de regular la expresion de algunos genes, como la G6Pasa, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(PEPCK, EC 4.1.1.32) y piruvato quinasa (PK, EC 2.7.1.40) a través de un mecanismo no dependiente
de la proteina mTOR, la cual se presenta como un regulador clave de la homeostasis energética y el

crecimiento celular. Sin embargo, los aminoacidos, junto a la insulina, provocan un incremento
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significativo en enzimas lipogénicas y genes glicoliticos mediante la via de sefializacion mTOR. En
estudios in vivo en trucha arcoiris realimentadas despues de dos dias de ayuno, se observd que la
realimentacion con dietas de elevado contenido en proteinas incrementaron significativamente la
fosforilacién de proteina quinasa B (AKT), la proteina ribosomal S6 (S6) y el factor eucariético de
iniciacion de la traduccion de unién a proteina 1 (EIF4EBP1) (proteinas involucradas en la via de
sefializacion de mTOR) tanto en higado como en musculo, a diferencia de peces alimentados con

dietas de alto contenido en carbohidratos (Seiliez et al., 2011).
1.4 ESTRUCTURA, COMPOSICION Y FUNCIONES DEL MUSCULO

En peces, el musculo esquelético representa entre un 40 y un 60 % de la masa corporal. El
crecimiento y desarrollo muscular representa un indicador del estado fisioldgico y sanitario del
organismo en estudio. Un crecimiento rapido indica condiciones de alimentacién y mantenimiento

favorables, mientras que un crecimiento lento indica justamente lo opuesto (Kiessling et al., 2006).

Existen dos tipos de fibras claramente diferenciadas y separadas a nivel anatémico que
componen el musculo esquelético de los peces y que presentan propiedades muy diferentes. La
musculatura roja, también llamada musculatura lenta, con elevado contenido de mitocondrias,
capilares, reservas de glucdgeno y lipidos, se encarga de la contraccién lenta y por tanto del
movimiento y natacion sostenida. El metabolismo energético del musculo rojo es principalmente
aerdbico y se basa fundamentalmente en la utilizacién de lipidos como combustible, complementado
con la metabolizacién de carbohidratos (Johnston, 1981). Por otra parte, el misculo blanco también
denominado musculatura rapida, depende del metabolismo anaerdbico y se encarga de la
contraccion rapida, responsable de los movimientos bruscos como la captura de presas y el escape

en el medio natural (Kiessling et al., 2006).

La unidad basica del musculo esquelético es el sarcomero, que tanto en el musculo blanco
como en el rojo esta formado por filamentos altamente organizados, que interaccionan entre ellos

con el fin de generar la fuerza necesaria para dar movilidad al organismo.

El proceso de formacion del musculo tiene lugar en tres fases diferenciadas durante el
crecimiento del animal: fase embrionaria, periodo larvario y juvenil (Johnston, 1999; Albors et al.,

2005).

El desarrollo del musculo esquelético permite alcanzar una estructura ordenada, que es capaz
de adaptarse y modularse en funcién de las diferentes condiciones. En este sentido, el proceso de
miogénesis presenta una significativa plasticidad, caracteristica fundamental para la proliferacion,

diferenciacion, migracion y fusion de los nuevos mioblastos (Johnston, 2006). Este complejo y
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dindmico proceso conlleva a la fusién de miocitos con miofibras existentes (hipertrofia) o a un
incremento en el nUmero de miocitos (hiperplasia) (Zhu et al., 2014), determinando el tamafo y el

peso del pez.

Entre los diversos factores implicados en la regulacién de la formacién y el crecimiento del
musculo cabe destacar que el sistema comprende componentes somatotropicos, como los IGFs y los
receptores de la hormona del crecimiento (GHRs), ademas de factores transcripcionales como los de
la familia de los factores reguladores miogénicos (MRFs) y factores de crecimiento como los

pertenecientes a la superfamilia de los factores transformadores del crecimiento (TGF).

El musculo esquelético es un tejido contractil altamente especializado que tiene como funcién
principal la actividad locomotora del organismo. Este tejido esta formado por miofibras contractiles
que derivan de la fusidn de diversas células, haciendo del musculo estriado una maquinaria eficiente
y precisa que contiene una compleja red citoesquelética interconectada y especializada en realizar
actividad contractil. El trabajo que realiza esta red de miofibrillas es critico para las interacciones
moleculares producidas por la actina y la miosina en cada sarcomero a través del movimiento de

contraccion (Clark et al., 2002).
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Figura 1. Esquema del sarcomero. Se observa la unidad contractil de musculo esquelético a la

izquierda y la del musculo cardiaco a la derecha. En el esquema se pueden observar los

filamentos delgados de actina y los filamentos gruesos de miosina, ademas de la titina. Los

filamentos se anclan a la banda Z en donde interaccionan con la a-actinina. Los filamentos mas

gruesos se encuentran en el centro del sarcdmero constituyendo la banda A. Figura adaptada de

Braun y Gautel (2011).
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La apariencia estriada de las miofibrillas, asi como la presencia de bandas claras y oscuras, son
facilmente observables e identificables por microscopia. Las bandas claras también llamadas bandas |
incluyen los filamentos delgados (actina), que se superponen con los filamentos gruesos de miosina,
constituyentes de las bandas oscuras o bandas A. Un tercer sistema de filamentos estd compuesto
por moléculas de titina, proteina de mayor tamafio descrita (3,8 MDa) y nebulina que se extienden a
través de los filamentos de actina y miosina. Las lineas o discos Z estan ubicados en el extremo del
sarcomero y es en este limite donde los filamentos de actina y miosina se intercalan. Por otro lado, la
banda M representa el sitio de interseccidon de la fibra de miosina de una de las bandas con la

miosina adyacente (Figura 1).
1.5 DESARROLLO DEL MUSCULO ESQUELETICO
1.5.1 Fase embrionaria

En peces teledsteos y en vertebrados superiores el musculo esquelético deriva de los somitos,
los cuales corresponden a estructuras segmentadas ubicadas a ambos lados del tubo neural y la
notocorda, formadas durante los primeros estadios del desarrollo embrionario. En el embrién en
formacién, los somitos dan lugar a tres compartimentos principales: el esclerotomo, el miotomo
primario y la capa celular externa (Figura 2) (Rescan, 2005). Los somitos poseen un papel importante

en la organizacidn de patrones segmentarios, dando origen a las células que serdn las precursoras en
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Figura 2. Seccidn transversal del mesodermo presomitico (a-c) y somito (d) en la que se aprecia el desarrollo

del compartimento muscular en embrién. El miotomo se muestra de color naranja, el esclerotomo en azul y la
notocorda en amarillo. (a) Las células adaxiales expresan los factores de transcripcién que determinan el linaje
muscular, mientras que el esclerotomo ocupa una posicion ventral. (b) En respuesta a sefiales de la notocorda
(flechas) las células adaxiales comienzan a expresar genes especificos del musculo. (c) Las células migran
radialmente hasta su posicién final en la capa superficial. (d) Células adaxiales permanecen cerca de la
notocorda y el esclerotomo migra dorsalmente sobre ésta, diferencidandose en fibras musculares de

contraccidn rapida. Figura adaptada de Brent y Tabin (2004).

la formacidn de vertebras, piel y musculo. De esta manera los somitos son diferenciados a miotomos,

responsables de la organizacién y diferenciacidon de tres principales fibras musculares principales
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reconocibles en peces teledsteos: musculos pioneros o primordiales, musculo lento y musculo
rapido. La especificidad célular dentro de cada uno de estos linajes depende de ciertos miembros o
familias de factores de transcripcidn de la miogénesis, entre los que destacan los MRFs (Johnston et
al., 2011). Los MRFs provocan cambios sustanciales en las células precursoras musculares,
promoviendo la formacion de los miocitos (fibras musculares). Estos cambios implican seguir una
secuencia ordenada capaz de permitir la progresidon desde una forma celular apenas diferenciada a
formas mas evolucionadas, como lo es la maduracion y la fusion de diferentes mioblastos para

formar los miotubos, que finalmente se diferenciardan a miocitos.

1.5.2 Fase de Larva

En esta fase se consolida la morfogénesis en los dos estratos musculares fundamentales de los
teledsteos: el musculo superficial (rojo) de contraccién lenta y el musculo profundo (blanco) de
contraccion rapida. Una vez diferenciados, ambos estratos musculares progresan de forma
significativa mediante dos estrategias de crecimiento, la hiperplasia estratificada y la hiperplasia en

mosaico. Ambas tienen como finalidad la formacion de nuevas fibras musculares.

La formacion de las fibras musculares requiere nuevamente la activacién de las células
miogénicas, proceso que ha sido catalogado en algunos trabajos como una segunda miogénesis o
fase de crecimiento estratificado, el cual se produce justo después de la eclosion (Johnston et al.,
1995). Durante los primeros estadios larvales de dorada, la densidad del musculo blanco aumenta
debido a la adicion de nuevas fibras derivadas de la zona germinal de los mioblastos, también
llamados miosatélites (Watabe, 1999). En pez cebra (Danio rerio) se produce un reordenamiento del
compartimento de los somitos impulsado por la segregacion de la citoquina Sdfl y el receptor Cxcrda
(Hollway et al., 2007). Durante este proceso, las células de la region anterior del somito expresan los
factores de transcripcion Pax3 y Pax7, quienes ayudan a posicionar a las células implicadas en la
formacién del musculo rojo en la zona o capa mas externa del organismo. Las células externas o

miosatélites pueden proporcionar una poblacidon de células precursoras de la miogénesis en reposo,

equivalentes a las células satélites de mamiferos, que una vez activadas proporcionan una fuente de
células proliferativas requeridas para el crecimiento muscular adulto (Stellabotte et al., 2007) o bien

para la reparacion de dafio tisular (Morgan y Partridge, 2003).

Hiperplasia estratificada e hiperplasia en mosaico

Esta fase de la miogénesis conlleva a la expansion lateral del miotomo embrionario, formando
de esta manera nuevas fibras musculares situadas principalmente en los margenes de la regidn

dorsal y ventral del miotomo (Barresi et al., 2001). Debido a que este proceso hiperplasico tiene lugar
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en diversas capas del miotomo se ha denominado hiperplasia estratificada. Las fibras se forman en la
interfase entre el musculo blanco y rojo, presentando caracteristicas propias de ambos tipos
musculares (Johnston y Hall, 2004). Este proceso se presenta como el principal mecanismo
responsable en el incremento del nimero de fibras musculares lentas después de la eclosién. Por
otra parte, se han identificado zonas de formacion de miotubos en el musculo rapido de algunos
teledsteos (Rowlerson et al., 1997), asi como también zonas que se mantienen inactivas durante las
ultimas etapas del desarrollo larvario y en las primeras etapas de los estadios juveniles (Johnston,

2006).

En relacién a la hiperplasia en mosaico, esta es considerada como uno de los procesos mas
importantes en la miogénesis debido a que es el principal mecanismo para la expansién del nimero
de fibras musculares en estadios juveniles y adultos de la mayoria de las especies, llegando a
contribuir al 40% de la talla maxima del animal (Revisado por Johnston, 2006). Esta estrategia de
crecimiento da lugar a la morfologia tipica de mosaico, en la que es posible observar fibras de
diferentes tamafos en el musculo blanco. El didametro maximo de las fibras varia de acuerdo a
factores como: la masa corporal, patrones de actividad y demanda metabdlica (Johnston et al.,

2003), asi como a los diferentes estadios de desarrollo de cada especie.

1.5.3 Fase juvenil y adulta

Cuando la capacidad hiperpldsica de la musculatura se agota, el crecimiento del miotomo
depende Unicamente del incremento en el didmetro de las fibras existentes, proceso llamado
hipertrofia. Esto limita el potencial de crecimiento total, ya que la capacidad hipertréfica de las fibras
musculares también esta limitada por el mayor didmetro fibrilar fisiolégicamente eficiente. El
maximo tamafio que es capaz de alcanzar una especie esta determinado en gran parte por el nimero
y didmetro de las fibras de la musculatura axial (Revisado por Albors et al., 2005). En esta fase de
crecimiento, el desarrollo muscular adquiere plasticidad debido a la respuesta adaptativa hacia
determinados cambios fisioldgicos relacionados con el metabolismo y caracteristicas contractiles
(Braun y Gautel, 2011). De esta manera, la masa muscular esquelética adulta es controlada por
mecanismos anabdlicos y catabdlicos que regulan el incremento de las proteinas musculares y su
degradacién mediante la coordinaciéon y expresién de factores transcripcionales, factores de

crecimiento y factores endocrinos (Rescan, 2005).

1.6. REGULACION DE LA MIOGENESIS

1.6.1 Control génico

1.6.1.1 Factores reguladores de la miogénesis
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El proceso de miogénesis muestra una plasticidad significativa, factor fundamental para los
eventos de proliferacidn, diferenciacién, migracion y fusién de nuevos mioblastos (Johnston, 2006).
Este complejo y dindmico proceso involucra mecanismos como los mencionados anteriormente
(hiperplasia e hipertrofia), determinantes en la regulacion del tamafio y el peso final del animal, y

que son controlados por los MRFs (Zhu et al., 2014).

MRFs son una familia de factores de transcripcidon que incluye: factor miogénico 5 (Myf5),
factor miogénico 6 (Myf6), proteina determinante del mioblasto (MyoD) y miogenina (Rescan, 2001;
Braun y Gautel, 2011). Estos factores se caracterizan por tener un motivo bdasico de unién al DNA y
un dominio de dimerizacién hélice-vuelta-hélice esencial para la especificacion y determinacién del

linaje muscular (Revisado por Olson y Klein, 1994).

Los cuatro factores de transcripcidon se expresan durante el desarrollo temprano y, en casos
especificos, se ha observado una duplicacidon génica en alguno de los factores, como es el caso de
MyoD en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Delalande and Rescan, 1999) y S. aurata (Tan and

Du, 2002).

MyoD, Myf5, miogenina y Myf6 son proteinas que comparten una regidn central altamente
conservada, la cual es clave en la activacién transcripcional regulando la dimerizacién con las
proteinas E12 y E14 que son codificadas por el gen E2A. De esta manera, el heterodimero formado,
presenta una alta afinidad por el motivo consenso E-box (CANNTG) (Revisado por Rescan, 2001),
presente en las secuencias promotoras de genes especificos de musculo esquelético, en donde
promueve su transcripcion (Edmondson y Olson, 1993). Se ha observado que existen diversos
factores que influyen en la activacion de los MRFs, entre los que destacan causas medioambientales
como la temperatura y el fotoperiodo (Johnston, 2006) y causas nutricionales (Fauconneau vy

Paboeuf, 2000).

Los diferentes miembros de la familia perteneciente a los MRFs presentan unos patrones de
expresion espacial y temporal altamente regulados durante la miogénesis. MyoD y Myf5 se expresan
principalmente durante el desarrollo primario, y por lo tanto, son esenciales en el inicio del
desarrollo del musculo esquelético a nivel embrionario. La miogenina y Myf6 se expresan en
periodos mas tardios y han sido relacionadas con la maduracion final de las miofibras (Tan y Du,

2002).

Diversos estudios sobre la expresién del gen que codifica para MyoD muestran una expresion
diferencial tanto en células que promueven la formaciéon del musculo lento como en las que

promueven la formacién del musculo rapido. Células precursoras de musculo lento o rojo, también
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conocidas como células adaxiales, son las primeras en expresar MyoD en embriones de pez cebra
(Weinberg et al., 1996). En trucha arcoiris, han sido identificados dos genes que codifican para MyoD,
los cuales exhiben diversos patrones de expresidon en musculo rdpido y lento dependiendo a su vez
del estadio de desarrollo (Delalande y Rescan, 1999). Otra especie en la que se han aislado y
caracterizado dos genes para MyoD es la dorada. El analisis de las secuencias revelé que ambos
genes presentan una estructura similar con tres exones y dos intrones y un dominio hélice-vuelta-
hélice altamente conservado. El andlisis de la expresién génica indica la existencia de un
solapamiento entre los dos genes: MyoD1 se expresa tanto en musculo lento como rapido, mientras
gue MyoD2 se expresa inicialmente en ambos tipos tisulares, pero va desapareciendo gradualmente
su expresion en el musculo lento, siendo asi MyoD2 un factor especifico de musculo blanco (Tan y

Du, 2002).

Funcidon de los MRFs en el desarrollo muscular

El proceso de miogénesis comprende la activacion y participacidén secuencial de los MRFs, los
cuales desempefian diferentes funciones en el control del proceso que determina el inicio del linaje

miogénico.

El rol que juegan los MRFs ha sido estudiado mediante la disrupcién génica en ratones (Arnold
y Winter, 1998). En el caso de delecién génica de MyoD o Myf5, los animales mostraron un retraso
en el desarrollo muscular de sus extremidades a nivel embrionario, resultados que reflejan el control
temprano del linaje muscular por MyoD y Myf5. Por otra parte, estudios de doble Knock-out
muestran que la ausencia simultdnea de la expresién de ambos genes, impide completamente la
formacién de miocitos o miofibras, sugiriendo que la expresion de MyoD y Myf5 resulta necesaria

para la formacién y supervivencia de los mioblastos (Rudnicki et al., 1993).

Por otra parte, se ha observado que determinadas mutaciones del gen que codifica la
miogenina causan una reduccion de la masa muscular debido a que los mioblastos no son capaces de
fusionarse para generar fibras musculares (Venuti et al., 1995). Ademas, se ha determinado que la
miogenina presenta funciones de posible cooperacién con MyoD y Myf5 en la activacidon de proteinas

contractiles del musculo.

Entre los MRFs se puede diferenciar un grupo primario que incluye a MyoD y Myf5 y un grupo
secundario compuesto por miogenina y Myf6. Estos Ultimos participarian mas tarde en la cascada de

actuaciones en la miogénesis, después de la expresion de MyoD y Myf5 (Figura 3).
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Figura 3. Detereminacién del linaje miogénico y su diferenciacién en relacién a la expresién de los MRFs. MyoD
y Myf5 actdan en las etapas iniciales de determinacion y proliferacidn, mientras que la diferenciacion se realiza

bajo la expresidn de la miogenina y Myf6. Figura adaptada de Apponi et al. (2011).

1.6.1.2 Factores transformadores del crecimiento

Ademas de los MRF, otros dos miembros de la superfamilia de factores del crecimiento beta
(TGF-B), miostatina (Mst) y folistatina (Fst) juegan un papel esencial en la regulacién, desarrollo y

funcionamiento del musculo esquelético.

La Mst, también denominada factor diferenciador del crecimiento 8 (GDF-8), se expresa
exclusivamente en el musculo esquelético, inhibiendo el crecimiento y la diferenciacion. En ratones,
McPherron et al. (1997), mediante una delecién en el gen de la Mst, se observd un dramatico
crecimiento de la masa muscular. Los animales mutantes aumentaron la masa muscular dos veces en
relacion a los ratones salvajes, debido principalmente al aumento en el ndmero de fibras
(hiperplasia) y de su didmetro (hipertrofia). Resultados similares de incremento en la masa muscular

se han observado en perros y ovinos (Mosher et al., 2007).

En peces, la Mst cumple un papel fundamental en el crecimiento, lo que hace pensar en su
aplicacion potencial para disponer de futuras herramientas biotecnoldgicas en diferentes especies de
interés comercial (Nadjar-Boger y Funkenstein, 2011). Estudios filogenéticos indican que, a diferencia
de mamiferos y aves, los peces presentan dos genes diferentes con expresion diferencial para Mst
(Revisado por Rodgers y Garikipati, 2008) (Figura 4), resultado probablemente de una duplicacién

génica durante el proceso evolutivo. En el caso de S. aurata, se han clonado y caracterizado dos
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isoformas del gen Mst: Mstl y Mst2 (Maccatrozzo et al., 2001a, 2001b). Mientras que la expresion de

Mst1 se observd en diferentes tipos de tejido incluido el musculo, la expresidon de Mst2 se detectd en

cerebro, |6bulo dptico y I6bulos olfatorios, lo que indica su implicacién en el mecanismo de accién vy

regulacién de la diferenciacidn del sistema nervioso central. (Maccatrozzo et al., 2001a).
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Figura 4. Relacion filogenética de
la Mst en vertebrados. En todas
las especies de peces se observan
dos formas del gen (MSTN-1 y
MSTN-2). En el caso de los
salménidos es posible encontrar
isoformas adicionales (MSTN-1a;
MSTN-1b; etc.). Figura tomada de
Rodgers y Garikipati, (2008).

Por otra parte, la Fst, otro miembro de la superfamilia TGF-B, ha demostrado ser un potente

antagonista de otros miembros de la superfamilia, como la Mst (Amthor et al., 2004). Diferentes

estudios indicaron la capacidad de Fst de incrementar la masa muscular mediante la sobreexpresion

del gen en ratones transgénicos (Lee y McPherron, 2001), asi como también en trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) (Medeiros et al., 2009). Por otra parte, se ha observado que la Fst desempefia

un papel en la regeneracién muscular en mamiferos (Armand et al., 2003).

En investigaciones recientes en S. aurata, se ha logrado aislar y caracterizar el mensajero que

codifica Fst. La estructura primaria de la Fst de dorada presenta un alto grado de conservacién

respecto a otros vertebrados. Por otra parte, la expresién de Fst ha sido observada en diferentes

tejidos entre los que se incluye el musculo esquelético (Funkenstein et al., 2009).

1.6.2 Control hormonal

1.6.2.1 Componentes somatotropicos
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Factores de crecimiento como IGF-1 y GHRs han demostrado jugar un papel importante en la

regulacién nutricional del metabolismo.

En el musculo esquelético se ha observado que la expresion génica de IGF-1 incrementa la
masa muscular, favoreciendo que descienda de esta manera la atrofia muscular (Glass, 2003a). Los
factores de crecimiento de tipo IGFs son una familia de polipéptidos de cadena simple relacionados
estructuralmente con la proinsulina (Revisado por Duan, 1998). La organizacion gendmica de IGF-1 se
ha determinado en diversas especies de peces, como trucha arcoiris (Shamblott y Chen, 1992), tilapia
(Oreochromis mossambicus) (Chen jyh-yih et al., 1998) y pez cebra (Danio rerio) (Chen et al., 2001).
Diversos estudios han mostrado que la regulacién y las funciones de IGF-1 son similares tanto en
peces como en mamiferos (Reinecke y Collet, 1998). En muchas especies de peces, niveles elevados
de IGF-1 tanto en sangre como en tejidos a nivel de RNA mensajero se correlacionan de manera
positiva con el contenido de proteina en la dieta, la tasa especifica de crecimiento y la racion de la

dieta (Pérez-Sanchez et al., 1995; Duan, 1998b).

En trucha arcoiris IGF-1 ha demostrado ser un importante regulador de la miogénesis,
promoviendo la proliferaciéon de células aisladas de musculo esquelético en cultivos in vitro (Castillo
et al., 2004). Estudios recientes con células musculares de S. aurata (mantenidas durante 4 y 9 dias
en cultivo) muestran que la presencia de IGF-1 incrementd la accién del transportador de glucosa 4

(GLUT4), estimulando la sintesis de proteinas in vitro (Montserrat et al., 2012).

La familia de los transportadores de glucosa presenta 14 miembros, los cuales estan divididos
en tres subfamilias de acuerdo a la similitud y elementos caracteristicos de sus secuencias. GLUT4 es
una proteina transmembrana presente principalmente en el musculo esquelético, corazén y en el
tejido adiposo. Su actividad es regulada por la insulina e IGF-1 (Diaz et al., 2009). En el musculo
esquelético de rata, GLUT4 incrementa a la vez que aumenta la actividad contractil (Slentz et al.,
1992a; Silva et al., 2005). GLUT4 presenta una alta afinidad para la glucosa, siendo su principal

funcién el transporte del azlcar a través de la membrana plasmatica (Scheepers et al., 2004).
Vias de sefalizacion a través de IGF-1

En musculo esquelético, una de las principales vias de sefializacién, que comporta la
fosforilacién de proteinas implicadas en diversas funciones metabdlicas y mitogénicas es la via de
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/AKT, la cual desencadena un gran nimero de respuestas bioldgicas
en mamiferos, entre las que se encuentran la estimulacién de la proliferacién celular, la

diferenciacion y la hipertrofia, inhibiendo de esta manera la atrofia muscular (Glass, 2003b).
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La actividad mitogénica y los efectos anabdlicos asociados a IGF-1 son mediados a través de la
unién de éste al receptor de IGF-1 (IGF1R) (Glass, 2005). Esta unién promueve la activacidn de las
vias PI3K/AKT y proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK)/ERK. La proteina MAPK pertenece a
la familia de las Extracellular signal Regulated Kinases (ERK) y presenta un papel importante en la
proliferacion de las células musculares, proceso que ha sido ampliamente descrito y estudiado en
mamiferos (Al-khalili et al., 2004). Especificamente, la serina/treonina quinasa ERK es el principal
componente de la via MAPK/ERK, ya que activa una amplia variedad de sustratos que regulan la
transcripcién y traduccion, controlando asi el ciclo celular (Fuentes et al., 2011). Sin embargo, en el
musculo esquelético adulto, la funcién de MAPK/ERK pierde protagonismo, ya que hay estudios que
revelan que los procesos de sefializacién de esta via dejan de ser activos durante la hipertrofia

muscular (Rommel et al., 1999).

Por otra parte, la via de sefializacion de la PI3K juega un papel clave en respuesta a la
presencia de IGF-1, lo que se traduce en la accion de diferentes proteinas y/o enzimas, como es el
caso de AKT. AKT es una serina/treonina quinasa con un rol critico en la sefializacién celular y una de
las proteinas quinasas mas versatiles. Su activacion modula la funcién de numerosos sustratos de la
via, participando asi en la regulacion de la supervivencia celular y el crecimiento muscular (Figura 5).
La fosforilacion de AKT mejora la supervivencia mediante el bloqueo de la funcién y los procesos de
proteinas pro-apoptdticas. De esta manera, AKT inhibe la accion de la proteina Bcl-2-associated
death promoter (BAD), la cual es importante en la supervivencia de las neuronas (Datta et al., 1997).
Por otra parte, la activacién de AKT inhibe la degradacién de proteinas mediante la fosforilacion y
consecuente inactivacion de los factores de transcripcidn pertenecientes a la familia forkhead box O
(FoxO). Concretamente, la inactivacion del factor de transcripcion FoxO3 conduce a la supresion de la
expresion del gen atrogin-1, el cual estd implicado en la induccién de la atrofia muscular a través del
dramatico decrecimiento del tamafio de las fibras musculares (Sandri et al.,, 2004). Entre los
mecanismos que incrementan la expresidon de atrogin-1 se puede encontrar la supresion de insulina
e IGF-1, la reduccion en la actividad de la proteina AKT y una supresién de la unién de PI3K con los

sustratos del receptor de insulina (IRS) (Wang et al., 2010).

Entre las diversas funciones de la proteina quinasa AKT, una de las mejor conservadas es su
implicacion en el mecanismo que promueve el crecimiento celular o incremento de la masa celular.
En la cascada de sefializacién IGF-1/PI3K/AKT, promovida por IGF-1, la proteina AKT se encarga de

iniciar la fosforilaciéon de mTOR.
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Figura 5. Funciones celulares relacionadas con la supervivencia, crecimiento,
proliferacion, metabolismo, angiogénesis y captacion de glucosa en las que la
fosforilacion de AKT desempefia un papel importante. En la figura se muestran
10 sustratos con una amplia diversidad funcional que estan en directa relacion

con funciones celulares diversas. Figura adaptada de Manning y Cantley (2007).

1.7. FUNCIONES DE mTOR

En la década de los 70, en la isla de Pascua, una pequefia isla chilena situada en el Océano
Pacifico Sur, fue aislada por primera vez una cepa bacteriana denominada Streptomyces
higroscopicus, capaz de producir una lactona macrociclica con actividad antifungica,
inmunosupresora y antineopldsica, la cual fue denominada rapamicina debido a la ubicacién de su
descubrimiento (Isla de pascua, Rapa Nui en lengua nativa) (Li et al., 2014). A partir de su
descubrimiento, se identificaron genes diana en levadura (TOR1 y TOR2), y se observd que
mutaciones en éstos genes implican una desregulacién del ciclo celular. Posteriormente, se
determind que en mamiferos y otros organismos eucariotas superiores, a diferencia de las levaduras,

la proteina TOR estaba codificada por un Unico gen (MTOR) (Zhang et al., 2000).

mTOR es una serina/treonina proteina quinasa citosélica multidominio de 289 kDa
perteneciente a la familia de las quinasas relacionadas con la PI3K (PIKKs), frecuentemente asociada
a membranas internas del reticulo endoplasmatico, aparto de Golgi, membrana celular, endosomas,

lisosomas o la membrana externa de la mitocondria (Fingar y Blenis, 2004).
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mTOR es una proteina muy conservada que juega un papel fundamental en respuesta a la
disponibilidad de nutrientes y aminodacidos, posicionandola como uno de los mds importantes
reguladores de procesos biolégicos que tienen como resultado la sintesis proteica (Glass, 2005).
Ademas, esta implicada en la organizacién del citoesqueleto, la regulacién de la autofagia, el

transporte de iones y la supervivencia celular.

Las quinasas son enzimas que mediante un proceso denominado fosforilacién, se encargan de
transferir grupos fosfatos desde moléculas con enlaces de alta energia a un sustrato especifico o
diana. Como consecuencia de este proceso, la diana puede activarse o inactivarse, generalmente de
manera reversible. Las quinasas estan frecuentemente implicadas en las vias de transduccién de
sefiales. Las PIKKs son una familia de serina/treonina quinasas que estan evolutivamente
relacionadas con las PI3Ks las cuales presentan una elevada homologia en la secuencia aminoacidica
y estructura terciaria entre sus miembros. Ademas de mTOR, dentro de esta familia se incluye ataxia
telangiectasia mutated (ATM), ATM and Rad3 related (ATR), proteina quinasa dependiente de DNA
(DNAPK), supresor de morfogénesis en genitalia (SMG) y la proteina asociada al dominio de
transformacion/transcripciéon (TRRAP). Sus funciones son variadas, de manera que intervienen en
procesos como la respuesta ante el dafio en el material genético celular, la regulacién de la
transcripcidn, el control del crecimiento y el ciclo celular entre otros (Lempidinen y Halazonetis,

2009).

mMTOR es una proteina multidominio compuesta por un dominio N-terminal formado por 20
repeticiones en tdndem tipo huntingtin elongation A subunit TOR (HEAT), dos dominios FAT (FRAP,
ATM y TRRAP), un dominio FKBP12 de unidn a rapamicina (FRB), un domino serina/treonina quinasa
(P13K/PI4K) y un dominio regulador negativo (NRD). Las repeticiones tipo HEAT son motivos de
interaccion proteina-proteina implicados en la formacién de complejos con otras proteinas. Los
dominios FAT, presentes también en otras quinasas de la familia de los PIKKs, actian como
moduladores de la actividad enzimdtica. Existen dos dominios de este tipo en mTOR, uno
precediendo al dominio FRB tras las repeticiones tipo HEAT, y otro en la regién C-terminal de la
proteina (FATC) (Yang y Guan, 2007). Precediendo al dominio FATC se encuentra NRD, un dominio
formado por unos 20 residuos cuya eliminacién conduce a la activacion de mTOR tanto in vitro como

in vivo.
1.7.1 Complejos mTOR
MTOR se encuentra en las células formando dos complejos multiproteicos diferentes: mTOR

complejo 1 (mTORC1) es sensible a rapamicina y a la disponibilidad de nutrientes, mientras que
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mMTOR complejo 2 (MmTORC2) es sensible a la rapamicina pero no a los nutrientes (Laplante y Sabatini,

2012).
mTORC1

El complejo mTORC1, también denominado complejo sensible a rapamicina y a la
disponibilidad de nutrientes, estd compuesto por las proteinas mTOR, regulatory-associated protein
of mTOR (RAPTOR), mammalian lethal with Sec13 protein 8 (mLST8), proline-rich Akt substrate of 40
kDa PRAS40 y Dishevelled Egl-10 and Pleckstrin domain-containingmTOR-interacting protein
(DEPTOR) (Sabatini, 2006) (Figura 6). Estas proteinas tienen una funcidn establecida en el complejo.
Asi, RAPTOR es un regulador positivo de la actividad quinasa de la proteina mTOR. El complejo
MTORC1 también actua como presentador de dos sustratos que han sido caracterizados, la proteina
ribosomal S6 quinasa b1l (S6K) y la proteina EIF4EBP1 (Kim y Guan, 2011). La fosforilacién de ambas,
es clave en la regulacion de mTORC1. De las proteinas presentes en este complejo, PRAS40 es
fosforilada mediante la accion de AKT que previamente es estimulada por la insulina. De esta manera

AKT activa a mTORC1 a través de la estimulacion o la supresién de PRAS40 (Sancak et al., 2007).
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Figura 6. Complejos mTOR. Representacién de las subunidades de los complejos mTORC1 y mTORC2. Figura
adaptada de Zoncu et al. (2011).

El complejo mTORC1 esta localizado en el citosol, tanto de forma soluble como asociado a las
membranas del aparato de Golgi, mitocondrias, reticulo endoplasmatico, endosomas y lisosomas
(Sturgill et al., 2008). Este complejo, como se indicd anteriormente, actia como un sensor del estado
nutricional, energético y oxidativo de la célula, regulando la biosintesis de macromoléculas, el

transporte de nutrientes, la autofagia, el crecimiento celular y el metabolismo como respuesta a
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diferentes estimulos externos (Figura 7), regulacidn que se ejerce principalmente mediante la

fosforilacién de S6K y EIFAEBP1 (Kim y Guan, 2011).
mTORC2

El complejo mTORC2, el cual se caracteriza por ser un complejo insensible al compuesto
rapamicina, esta conformado por mTOR, rapamycin-insensitive companion of mTOR (RICTOR),
mLST8, protein observed with RICTOR 1-proline-rich protein 5; también denominada PRR5 (PROCTOR-
PRR5) y DEPTOR (Figura 6) (Sabatini, 2006).

MTORC2 contiene la proteina RICTOR, que participa en la regulacion de la actividad quinasa e
interviene en la interaccién con los sustratos. Por otra parte, es clave en la union de mSinl a mTOR.
La proteina mSinl esta implicada en la unién a los sustratos y es requerida para la interaccién de
RICTOR con la quinasa (Jacinto et al., 2006). PPR5, a diferencia de las proteinas anteriores, no
interacciona directamente con mTOR, pero se une al complejo a través de RICTOR, actuando como
regulador positivo de la actividad quinasa (Woo et al., 2007). En lo que respecta a las proteinas
DEPTOR y mLST8, éstas cumplen papeles similares a los realizados en el complejo mTORC1, con la

diferencia que mLST8 interacciona con RICTOR en lugar de RAPTOR, permitiendo su union a mTOR.
1.7.2 Vias de sefializacion por encima de mTOR

mTOR representa un punto de control para el crecimiento y la proliferacidn celular. Para ello
es necesaria la integracidn de diferentes sefiales intracelulares y extracelulares, las cuales convergen
en esta proteina. Entre estas sefiales se encuentran el estado energético de la célula, disponibilidad
de nutrientes, presencia o ausencia de factores de crecimiento y estrés celular (Figura 7). mTORC1
integra diferentes vias de sefializacidon en respuesta a factores de crecimiento e insulina, balance

energético, niveles de aminoacidos y estrés celular.
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Figura 7. mTORC1 es capaz de responder
ante estimulos extracelulares promoviendo
el crecimiento celular por induccién o
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Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento activan mTORC1 a través de la via PI3K-AKT, como se explico en el

apartado 1.6.2.1 Vias de sefializacion a partir de IGF-1.
Balance energético

La actividad de mTORC1 estd regulada por los niveles de energia celulares. Bajos niveles de
energia involucran un bloqueo de la actividad. Esta regulacion se lleva a cabo a través de la activacion
de la proteina quinasa activada por adenosina monofosfato (AMPK) (Hall, 2008). Esta quinasa es
activada en respuesta a bajos niveles de energia desencadenando diversos procesos celulares que
tienen como finalidad restablecer el equilibrio energético, inhibiendo procesos anabdlicos y
activando procesos catabdlicos. Adicionalmente a la regulacidon autonoma ejercida por los niveles
celulares de energia, se ha descrito que la actividad AMPK también es regulada por numerosas
hormonas y citoquinas, como leptina, adiponectina, grelina, canabinoides y hormonas tiroideas

(Hardie, 2011).
Aminoacidos

MTORC1 es regulado por la presencia o ausencia de nutrientes. Elevados niveles de
aminodcidos activan mTORC1, compensando un balance energético negativo o la ausencia de
factores de crecimiento. Sin embargo, la existencia de un balance energético favorable no
necesariamente puede suplir la activacién por nutrientes (Hall, 2008), otorgandole un papel

fundamental a los aminoacidos en la activaciéon de mTORC1.

Los mecanismos por los cuales la presencia o ausencia de ciertos niveles de aminoacidos
regulan mMTORC1 aun no han sido aclarados completamente. Estudios recientes demuestran la
implicacion de componentes situados en la superficie de los lisosomas. Las GTPasas Rag han
demostrado cumplir un papel importante en esta via de seializacidn. En mamiferos, se ha
demostrado la existencia de cuatro proteinas Rag (RagA, RagB, RagC y RagD). RagA y RagB pueden
formar complejos heterodiméricos con RagC y RagD. La formacidn de estos complejos localizados en
la superficie de la membrana lisosomal resulta esencial en la activacion de mTORC1. Los dos
miembros del heterodimero parecen tener estados opuestos de carga de nucledtidos, de manera
que, cuando RagA/B esta unido a guanosina trifosfato (GTP), RagC/D esta vinculado a guanosina
difosfato (GDP). Esta forma activa permite al heterodimero interactuar con el componente raptor de
mMTORC1, produciendo la translocaciéon del complejo hacia la membrana lisosomal (Sancak et al.,

2008).
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Las GTPasas Rag se encuentran en la superficie de la membrana lisosomal debido a su
interaccion con el complejo pentamérico Ragulator, compuesto por las proteinas pl8 /ate
endosomal/lysosomal adaptor and MAPK and MTOR activator 1 (LAMTOR1), p14 (LAMTOR2), MP1
MEK-binding partner 1 (LAMTOR3), C70rf59 (LAMTOR4) y hepatitis B virus X-interacting protein
(HBXIP o LAMTORS). Ragulator se ancla a la membrana lisosomal a través de la proteina p18. Este
complejo actia como intercambiador de guanina para la subunidad RagA/B del dimero RagA/B-
RagC/D, promoviendo el intercambio de GDP por GTP vy, por tanto, favoreciendo su conformacién

activa (Jewell et al., 2013).
Estrés celular

Las células son capaces de responder al estrés ambiental, como por ejemplo, situaciones de
hipoxia, generando diferentes sefiales que regulan la actividad de mTORC1, ya que se trata de
situaciones que requieren reducir el consumo de energia y frenar el crecimiento. Esto se logra
mediante la sobreexpresiéon de dos proteinas homologas, REDD1 y REDD2, cuya expresidn esta
controlada por el factor de transcripcidon HIF1. Su sobreexpresion activa el complejo TSC1-TSC2, que

a su vez inhibie la sefializacién de mTORCI1 ( revisado por Wullschleger et al., 2006).

Otras sefiales de estrés que regulan negativamente la seializacion de mTOR resultan de dafios
a nivel de material genético, situaciéon que activa el gen supresor de tumores p53, el cual produce la

inhibicién de mTORC1 a través de AMPK (Feng et al., 2005).
1.7.3. Vias de sefializacion en la cascada por debajo de mTOR

Siguiendo con la cascada de eventos implicados en la sintesis de proteinas que conllevan al
aumento de masa muscular, una vez que mTORC1 ha sido activado por diferentes estimulos
externos, se inicia la traduccién de dos sustratos de mTORC1, EIF4EBP1 y S6K. La fosforilacién de

ambas es clave en la regulacion de mTORC1 (Figura 8).
EIF4EBP1

Las proteinas EIFAEBP1 pertenecen a la familia de represores traduccionales implicados en la
regulacién de la interaccion entre los factores eucaridticos de iniciacién de la traduccién 4E y 4F.
Existen tres tipos diferentes de EIF4EBPs: 4E-BP1, 4E-BP2 y 4E-BP3. Estos compiten con elF4G en su
unién a elF4E en el mismo dominio, de manera que la unién de unas u otras resulta excluyente para
las demas. elF4G es una proteina estructural clave en el ensamblaje del complejo de iniciacién. Esta,

esta constituida por tres dominios que interaccionan con diferentes factores de iniciacion. La via de
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sefializacion de mTORC también regula elF4AG mediante fosforilacién. Debido a esta modificacion la

proteina sufre un cambio conformacional promoviendo la actividad del complejo de iniciacién.

La interaccién de EIF4EBPs con elFAE estd condicionada por su estado de fosforilaciéon. Las
proteinas EIF4EBPs contienen cuatro sitios de fosforilacion que resultan determinantes para la
regulacién de la afinidad con su ligando (Thr37, Thr4d6, Ser65 y Thr70). La fosforilacién de dichos
residuos conlleva a la pérdida de la unidn entre EIF4EBPs y elFAE, de manera que elF4G puede unirse
a elF4E activando de esta forma la traduccién. mTORC1 estd implicado en esta regulacién mediante
la fosforilacion en Thr37 y Thr46 (Hay y Sonenberg, 2004a). La activacion de mTORC1 conduce a un

incremento de la actividad del complejo elF4F y en consecuencia al aumento de la sintesis proteica.
S6K

Dos proteinas homdlogas, S6K1 y S6K2, presentando cada uno diversos sitios de fosforilacion,
constituyen las S6Ks. Estas quinasas estan implicadas en el control del crecimiento celular
favoreciendo la traduccién del mRNA. El efecto de S6K sobre la traduccidn de mRNAs se produce a
través de la fosforilacién de diversos sustratos entre los cuales estd la proteina ribosomal S6. La
fosforilacién de S6 se correlaciona con el incremento de la actividad traduccional de mRNAs con
secuencias de oligopirimidinas terminales (TOP) en 5°. Por otra parte, este incremento podria
deberse a la fosforilacion de otros factores, por parte de S6K, implicados en la iniciacién de la
traduccidn y la elongacion, como son la quinasa de eEF2K (eEF2), S6K1 Aly/REF-like target (SKAR), 80
kDa nuclear cap-binding protein (CBP80) y elF4B. S6K fosforila y activa a elF4B, el cual a su vez activa
la helicasa de elF4A, favoreciendo el reclutamiento ribosomal. S6K también incrementa la actividad
de elF4A promoviendo la degradacién causada por la fosforilacion de programmed cell death 4
(PDCDA4), proteina que bloquea la asociacién de elF4A con el complejo elF4F inhibiendo su actividad
helicasa (Zoncu et al., 2011). Por otro lado, la fosforilacién de eEF2K por parte de S6K provoca su
inhibicién. eEF2K fosforila eEF2 inhibiéndolo, de manera que la acciéon de S6K se traduce en un
incremento de la actividad del factor de elongacién y por tanto de la sintesis proteica (Huo et al.,
2011). En la regulacidn de S6K, al igual que EIF4EBP1, bajos niveles de aminoacidos y la presencia de
rapamicina activan las proteinas serine/threonine-proteinphosphatase PP1-1  (Sitd) vy
serine/threonine-proteinphosphatase 2A (PP2A), inhibiendo la via de sefializacién de mTORC1. Dicha

inhibicidn tiene lugar mediante la desfosforilacién de residuos previamente fosforiladas por mTOR.

Debido a la disponibilidad de anticuerpos de alta calidad y gracias a la abundancia de la
proteina ribosomal S6, su nivel de activacion mediante fosforilacidon se puede cuantificar facilmente.
Ademas, la medicién de S6 se utiliza cominmente para analizar el nivel de actividad de mTORC1 en

ensayos in vivo.
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Figura 8. Via de sefializacion de mTORC1. El complejo 1 es responsable de incrementar el crecimiento vy la
sintesis de proteina, entre otras funciones descritas anteriormente. Los factores de crecimiento son los
principales factores desencadenantes de la via de sefializacién. IGF-1 inicia la activacion mediante la

fosforilacién de PI3K-AKT, que actua directamente sobre la proteina mTOR unida a la proteina raptor.

Con el objetivo de entender mejor los mecanismos que regulan el metabolismo y el
crecimiento del musculo esquelético en peces teledsteos, recientemente Fuentes et al. (2013) han
llevado a cabo investigaciones en juveniles de Paralichthys adspersus mantenidos en condiciones de
privacion de alimento durante tres semanas. Los autores observaron una disminucién paulatina de la
actividad mTOR, con la consecuente disminucidon en el crecimiento del musculo esquelético. Por otra
parte, Seiliez et al. (2011) evaluaron los efectos de dietas con diferentes niveles de macronutrientes
en la via de sefalizacidn mTOR, observando la fosforilacion de AKT, la consecuente activacion de
mTOR vy finalmente la fosforilacidn de la proteina S6 en peces alimentados con una dieta rica en

proteina, eventos que consecuentemente aumentaron el crecimiento de la masa muscular.
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1.8 TRANSCRIPTOMICA
1.8.1 DNA, RNA y expresion génica

Las moléculas de DNA que constituyen el genoma de cada organismo vivo contienen la
informacién hereditaria que es transmitida a las células hijas, proporcionando las instrucciones

necesarias para el mantenimiento, desarrollo y funcionamiento del organismo (Figura 9).
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Figura 9. Estructura de la doble hélice de DNA. Figura adaptada
de Alberts (2002).

El flujo de transmisidon de la informacidon genética desde el DNA a proteinas requiere de

procesos de transcripcidon a RNA y posterior traduccidn a proteinas (Alberts, 2002).

Transcripcion Traduccion

DNA =essssssssiise RNA =l PROTEINA

Actualmente, la comprension y el anadlisis de la expresion a nivel de mRNA es una de las
principales herramientas utilizadas para estudiar la funcionalidad génica. El transcriptoma
corresponde a la coleccidon de mRNAs presentes en una célula, tejido u organismo. Cuando es
analizado, el transcriptoma representa los transcritos disponibles en una condicion o momento
determinado. El transcriptoma no es estatico, resulta influenciado por factores tales como: el estadio
de desarrollo y las condiciones medioambientales (Goetz y MacKenzie, 2008). Debido a la

importancia del analisis y el estudio de la funcionalidad génica, hoy en dia se requiere el desarrollo
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de tecnologias y plataformas capaces de obtener datos a gran escala, es decir, a nivel dmico o global,

como es el caso de las tecnologias de secuenciacion Next generation sequencing (NGS).

Las investigaciones sobre el transcriptoma de peces comenzaron en la década de los noventa
con la especie modelo pez cebra (Danio rerio) (Gong et al., 1997), que es actualmente una de las
especies de peces con la mayor cantidad de marcadores de secuencia expresados, en ingles
expressed sequence tag (ESTs). Recientemente, colecciones de ESTs han sido generadas para especies
de interés en acuicultura, como es el caso de salmén del atlantico (Salmo salar), carpa comun
(Cyprinus carpio), bacalao del Atlantico (Gadus morhua), solea senegalense (Solea senegalensis) y
solea comun, (Solea solea), entre otros. Sin embargo, los proyectos de EST realizados en S. aurata
hasta la fecha son escasos. En esta especie, uno de los trabajos mas destacables es el realizado por
Calduch-Giner et al. (2013). En él, analizaron el transcriptoma en muestras de musculo esquelético,
intestino, sangre y rifidn de doradas alimentadas con una dieta convencional previa y posterior

exposicién a infeccidn con el parasito Enteromyxum leei.

1.8.2 Next generation sequencing

La tecnologia de pirosecuenciacién de ultima generacidon ha transformado drasticamente la
forma de investigar el genoma, ya que en periodos acotados de tiempo (horas-dias) es capaz de
procesar una gran cantidad de informacién gendmica, desde megabases (Mb) a gigabases (Gb),
haciendo de esta plataforma una herramienta esencial en lo que respecta a nuevas tecnologias
utilizadas en investigacién cientifica (Cerda y Manchado, 2013). En contraste con la secuenciacion
con el método Sanger, NGS es capaz de generar datos transcriptémicos masivos del genoma de
forma rentable, gracias al continuo desarrollo y mejora de las tecnologias y metodologias, que han

permitido reducir enormemente el costo de la secuenciacion.

Diversas plataformas NGS difieren en cuanto a metodologias aplicadas, costos y cantidad de
informacién procesada. Actualmente, se pueden dividir en dos grupos principales: plataformas de
secuenciacién de segunda generacion y plataformas de tercera generacién. Las plataformas de
segunda generacién requieren una etapa de amplificacion de PCR previa a la reaccién de
secuenciacién. Dentro de este grupo podemos encontrar las siguientes plataformas: (1) plataforma
454 (Roche Applied Science), basada en una PCR en emulsion seguida de la reaccién de
pirosecuenciacion, es capaz de producir 0,4 a 0,5 Gb por lectura y alcanza una longitud media en sus
secuencias de 400 a 700 pares de bases (pb); (2) plataforma Solexa lllumina® (lllumina, Inc.), basada
en el fraccionamiento del genoma, seguido de una amplificaciéon clonal sobre la superficie sélida de
una celda de flujo. Esta plataforma es capaz de producir entre 200 a 300 Gb por lectura, con

secuencias de 100 pb de longitud; y (3) Solid® (Life Technologies), basada en un proceso similar al
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utilizado en la plataforma 454 a excepcidn del anclaje final, el cual se realiza en una superficie de

cristal donde se lleva a cabo la secuenciacion (Glenn, 2011).

En relacion a las tecnologias de tercera generacion, éstas se basan en la secuenciacion de una
Unica molécula de DNA sin la necesidad de efectuar una amplificacion mediante PCR. Las principales
plataformas son PacBio (Pacific Biosciences of California, Inc.), GridION ((Oxford Nanopore

Technologies Ltd.) y HeliScope (Helicos BioSciences Corporation) (Van Dijk et al., 2014).

Secuenciacion 454

Entre las diferentes plataformas NGS existentes, la 454 se ha convertido en un método factible
para aumentar la profundidad y la cobertura de la secuenciacién. Siguiendo el método de
pirosecuenciacion (Ronaghi et al., 1996), los niveles de error en esta plataforma son bajos (<1 %)
debido a la presencia de homopolimeros, errores que generalmente son resueltos gracias a la
profundidad y cobertura de la secuenciacion mediante el ensamblado y superposicién de lecturas.
Como resultado, el uso de la plataforma 454 puede ser mas preciso que las metodologias de
secuenciacién tradicionales, lo que la convierte en una poderosa herramienta para la interpretacién
de elementos funcionales en el genoma y que ha comenzado a promover y facilitar los estudios

transcriptdomicos en peces (Qian et al., 2014).

Para llevar a cabo la secuenciacion mediante esta tecnologia, el DNA debe ser aislado y
posteriormente fragmentado. Los fragmentos son adheridos a adaptadores especificos unidos a
microesferas de agarosa (cada fragmento de DNA estd asociado a una microesfera) que se encuentra
dentro de una solucidn de agua y aceite formando burbujas. De esta manera, se logra la separacién
entre cada una de las microesferas. Cada burbuja formada con la microesfera en su interior es un
microrreactor que contiene los reactivos y enzimas necesarias para poder realizar la PCR (PCR en
emulsién) y asi obtener un gran numero de copias del fragmento de DNA en la superficie de la

microesfera (aproximadamente un millén de copias) (Margulies et al., 2005).

La siguiente etapa consiste en cargar las microesferas en una placa “PicoTiterPlate” que serd
introducida en el equipo secuenciador. La placa cuenta con un millén de pocillos, con lo cual en cada
pocillo queda una esfera con sus respectivos fragmentos de DNA. Finalmente, mediante la utilizaciéon
de enzimas, tales como la sulfirasa y la luciferasa se produce la emisién de luz debido a la
incorporaciéon de nucledtidos en la cadena de DNA. La luz es captada e interpretada mediante
programas bioinformaticos, identificando qué tipo de base nitrogenada se ha incorporado (Figura

10).
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Figura 10. Flujo de trabajo de amplificaciéon de PCR en emulsién. (a) DNA gendmico es aislado, fragmentado y

ligado a adpatadores. (b) Los fragmentos son unidos a microesferas en las cuales se produce la amplificacion en

presencia de reactivos y enzimas necesarias para la reaccion. (C) Las microesferas son dispuestas en la placa

“PicoTiterPlate” donde se produce la reaccion de pirosecuenciacion. Figura adaptada de Mardis (2008).

1.9 MICROARRAYS DE EXPRESION GENICA

Las técnicas gendmicas de alto rendimiento desarrolladas en los Ultimos afios han

automatizado técnicas experimentales de biologia molecular convencional con el fin de realizar los

analisis y obtener datos a gran escala. En el area de transcriptomica, los microarrays de

oligonucleétidos para determinar los perfiles de expresion génica han protagonizado una revolucién
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en el campo biolégico debido principalmente a la capacidad que presentan para abordar el estudio

simultaneo de la expresidén de miles de genes a bajo costo econdmico.

Gracias a la aplicacidn de esta herramienta, la genédmica funcional se presenta como una nueva
area de la ciencia capaz de determinar los genes responsables de cambios fenotipicos, procesos
bioldgicos, procesos moleculares, respuesta a enfermedades, etc. (Miller y Maclean, 2008). El uso de
esta tecnologia ha servido para estudiar la genémica funcional de diversas especies modelos como es
el caso de Homo sapiens, Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae, Mus musculus,
Xenopus laevis, Caenorhabditis elegans y Danio rerio (Altmann et al., 2001; Furlong et al., 2001; Jiang

et al., 2001; Lo et al., 2003; Wang et al., 2004).

El funcionamiento del microarray se basa en determinar el nivel de hibridacién entre sondas
de DNA unidas a una superficie sélida y la molécula diana (por ejemplo, por competicién entre dos
muestras, cada una de ellas marcadas con un fluorocromo diferentes, generalmente cianina de
coloracion verde -Cy3- y roja -Cy5-). Existen dos tipos principales de microarrays de expresion génica
en funcién del tipo de sonda utilizada para detectar la expresidon: Microarrays de cDNA y Microarrays
de oligonucledtidos. Los de cDNA presentan sondas de moléculas de DNA de entre 500 y 5000 pares
de bases. En cambio, los de oligonucledtidos contienen secuencias de oligonucleétidos sintetizadas in
situ mediante fotolitografia. Pionera en comercializar esta tecnologia fue la compafiia Affymetrix,
utilizando sondas sintetizadas directamente en la superficie del microarray con una longitud de 25
pares de bases. Por otra parte, microarrays disefiados por la compafiia Agilent (utilizados en este
estudio) comprenden la sintesis in situ de oligonucleétidos de 60 bases de longitud, lo cual se traduce
en una ventaja comparativa mejorando la selectividad debido al aumento de la longitud de la sonda.
En la practica, esta ventaja se ve reflejada al observar mayor fluorescencia en el sitio de hibridacion
(Sasik et al., 2004). Otra de las ventajas que presenta la metodologia Agilent, es una herramienta
web (eArray) que permite a los usuarios personalizar el disefio de microarray. En funcién del
experimento concreto a analizar se puede optar entre una u otra plataforma, considerando que cada

una presenta sus propias ventajas y desventajas.
1.9.1 Principios y analisis de datos

Para determinar y cuantificar la expresidn génica, previamente es necesario realizar el marcaje
con fluorocromos de las muestras a estudiar, generalmente utilizando la deteccién con dos colores
(rojo -Cy5- y verde -Cy3-). Posteriormente, las cadenas dianas en estudio marcadas se ponen en
contacto con las sondas dispuestas en la superficie del microarray, produciéndose de esta manera la
hibridacion mediante la complementariedad de bases. Con el objetivo de determinar la cantidad de

muestra que ha hibridado, el microarray es excitado mediante una luz laser que provoca la emision
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de fluorescencia de las moléculas marcadas. Como resultado, cada celda del microarray adquiere un
color e intensidad en base al grado de hibridacidn de las secuencias presentes en la plataforma con
las secuencias en estudio marcadas. De esta manera, los colores del microarray tienden a ser rojo o
verde dependiendo del tipo de muestra con mayor grado de hibridacion, amarillo en caso de que el
nivel de hibridacién sea similar o negro si no se ha producido hibridacién con ninguna de las dianas

(Figura 11).
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Figura 11. Flujo de trabajo para la determinacién de expresién de
genes mediante la utilizacién de microarrays. Figura adaptada de

Miller y Tang (2009b).

Antes de proceder al andlisis de los datos, es necesaria su normalizacién para eliminar la
variabilidad de los datos gendmicos propia de la tecnologia utilizada. Estas variaciones pueden ser de
dos tipos: sistematicas y aleatorias. En el caso de las variaciones sistematicas, estdn ligadas a
procedimientos técnicos, mientras que las aleatorias son atribuibles tanto a razones técnicas como
bioldgicas (Sanchez y Villa, 2008). La normalizacién de los datos se realiza mediante analisis

bioinformatico utilizando paquetes computacionales como Bioconductor (Gentleman et al. 2004).

El siguiente paso consiste en el analisis de los genes relacionados funcionalmente mediante
una interpretacion bioldgica. Para ello es necesario agrupar los genes en bases de datos con
anotaciones funcionales como es el caso de los términos de ontologia génica (GO) y la enciclopedia
de genes y genomas Kyoto (KEEG). La base de datos GO nacid como resultado de un esfuerzo

colaborativo para establecer descripciones consistentes de los productos génicos anotados en
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diferentes bases de datos. En 1998 representantes de las bases de datos de tres organismos modelo:
Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae y Mus musculus fundaron el Consorcio GO con el
cual se cred un vocabulario de terminologias controlado y estructurado, que define con precision la
descripcidn de las funciones de los genes y productos genéticos en cualquier organismo (Ashburner
et al., 2000). Mediante el uso de la base de datos GO es posible organizar los términos funcionales en

tres categorias:

Procesos Bioldgicos: se refiere a un objetivo bioldgico al que el gen o el producto génico
contribuyen. Generalmente implica transformaciones quimicas o fisicas que ocurren por accién de un
conjunto de funciones moleculares organizadas. Los procesos bioldgicos pueden ser de un nivel mas
elevado o mas bajo. Un ejemplo de proceso bioldgico de alto nivel es el crecimiento o el
mantenimiento celular, en cambio, un proceso bioldgico de nivel inferior seria el metabolismo de

primidinas o la biosintesis de adenosin monofosfato ciclico (AMPc).

Funcion Molecular: describe actividades bioquimicas de un producto génico. Sus términos
representan a las actividades y no a las entidades (moléculas o complejos moleculares) que llevan a
cabo las acciones, sin especificar cuando, dénde, o en qué contexto ocurren. Para evitar confusiones
entre los nombres de los productos génicos y las funciones moleculares, muchos términos

incorporan la palabra activity.

Componente Celular: se refiere al espacio celular donde se encuentra el producto génico. Un
componente celular puede ser una estructura anatdmica, como el reticulo endoplasmatico, el ntcleo
celular, o una estructura molecular mas simple formada por productos génicos, como el ribosoma

(Ashburner et al., 2000).

Por otra parte, la base de datos Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Kanehisa,
1997) es otro recurso bioinformatico muy util a la hora de clasificar los resultados en base a las rutas
metabdlicas en las que puede participar, facilitando la agrupacién de los genes en un contexto
funcional. El proyecto KEGG se inicio en 1995 bajo el Programa Genoma Humano del Ministerio de
Educacidn, Ciencia, Deportes y Cultura de Japon (Minoru Kanehisa y Susumu Goto, 1999). Segun sus
creadores, KEGG es una representacién computacional del sistema biolégico que integra y construye
diagramas del sistema, en donde estan integrados genes, proteinas, componentes quimicos,
reacciones e interacciones moleculares. Todos los conceptos que forman parte de la base de datos
KEEG estan categorizados en cuatro grupos principales: informacion de sistemas, informacion

gendmica, informacién quimica e informacion de salud, los cuales en total representan 15 subgrupos
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2 OBJETIVOS

La dorada (Sparus aurata) es ampliamente cultivada en la regién mediterranea. Constituye el
pez con mayor produccion acuicola en Espafia y, entre los peces de origen marino, en Europa. En el
afio 2013, la produccién total de esta especie se cuantific6 en 152 mil toneladas, llegando a

representar el 56 % de la produccién total de peces marinos en Europa (FEAP, 2014).

Hoy en dia uno de los objetivos principales de la investigacion aplicada a la piscicultura es el
estudio de la relacion entre el crecimiento y los cambios medioambientales, la disponibilidad de
nutrientes y la composicién de las dietas suministradas. En este sentido, se han dedicado grandes
esfuerzos a realizar investigaciones sobre la nutricion de peces con el objetivo de comprender el
papel que cumplen genes clave en el crecimiento y metabolismo intermediario. Sin embargo, a pesar
del interés comercial en la produccién de S. aurata, los datos y recursos, tanto genémicos como
transcriptomicos disponibles para esta especie, son hoy en dia ain muy escasos, lo que limita

enormemente la realizacidn de estudios de gendmica funcional con fines nutricionales.

El objetivo general de este estudio es realizar un andlisis transcriptémico de musculo
esquelético de dorada de utilidad para estudios nutricionales, e identificar mediante el uso de la
tecnologia de microarrays genes biomarcadores de la utilizacion de los nutrientes de las dieta
presentes en el musculo esquelético de S. aurata. La modulacién de la expresion de genes
seleccionados tras el andlisis del transcriptoma y mediante microarrays a partir de RNA aislado de
musculo esquelético de doradas sometidas a diferentes condiciones nutricionales, nos proporcionara
informacidén para profundizar en las adaptaciones metabdlicas que desarrollan los peces en funcién

del estado nutricional y la composicion de la dieta, y su relacion con el crecimiento muscular.

Este conocimiento podria permitir analizar la funcionalidad génica en condiciones de
implementacidn de una sustitucion parcial de proteinas de pescado por carbohidratos y/o lipidos en
los piensos utilizados en piscicultura, lo que abarataria de manera significativa los costes de
produccién. Dado que las harinas de pescado suministradas en los piensos destinados a la
piscicultura son altamente dependientes de las pesquerias, a menudo sobreexplotadas, cualquier
avance que permita reducir la cantidad de proteina de pescado presente en los piensos tendria un
impacto relevante a nivel econdmico, ambiental, y sobre el ecosistema marino y la biodiversidad,
permitiendo la sostenibilidad de la acuicultura. Por otra parte, los efectos negativos que causa la
acuicultura a nivel local por acumulacién de amonio excretado y materia organica, podrian verse

atenuados por una disminucion del catabolismo de aminoacidos de los peces en cultivo.
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Los objetivos especificos de esta tesis doctoral son:

Realizar un andlisis transcriptdmico, a partir de RNA total procedente de musculo esquelético
de doradas sometidas a diferentes condiciones nutricionales para disponer de una amplia
base de datos de secuencias gendmicas de utilidad para desarrollar investigacién nutricional

en S. aurata.

Validar la utilidad de los resultados del andlisis transcriptomico analizando el efecto del
ayuno y la composicidon de la dietas en la expresidon de genes implicados en procesos de
obtencién de energia, como la cadena respiratoria y fosforilacién oxidativa en musculo
esquelético de juveniles de S. aurata, y para los que no se disponia de informacién gendmica

previa para dorada en las bases de datos.

Evaluar el efecto del ayuno y la composicion de la dieta sobre la digestibilidad, el
aprovechamiento de nutrientes, la ingesta, parametros somaticos relacionados con el

crecimiento y enzimas clave en el metabolismo intermediario en la dorada.

Estudiar el efecto del ayuno y la composicidn de la dieta sobre el patron global de expresion
génica en musculo esquelético de dorada mediante la utilizacion de microarrays de
oligonucleétidos para identificar genes biomarcadores de utilidad potencial para mejorar la

utilizacion de los nutrientes de la dieta en la piscicultura.

Validar los resultados de microarrays analizando los efectos del ayuno y la composicién de la

dieta sobre genes clave en procesos de crecimiento y remodelacidn del misculo esquelético.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 ANIMALES UTILIZADOS

Para la realizacién de esta tesis se han utilizado muestras de musculo esquelético procedentes
de juveniles de dorada (Sparus aurata), pez teledsteo de la familia Sparidae. Esta especie habita
principalmente la zona mediterranea y el mar negro y se extiende en el océano Atlantico desde el Sur
de las islas britanicas hasta Senegal. Su cuerpo generalmente con forma ovalada comprimida
lateralmente, presenta una mancha oscura sobre el opérculo y una franja dorada situada entre los

ojos de la cual deriva su nombre comun, dorada.

La dorada es capaz de tolerar un amplio rango de salinidad habitando tanto en ambientes
marinos como salobres, tales como lagunas costeras y dreas estuarinas. Suele habitar aguas
relativamente poco profundas, a menudo en fondos rocosos con algas y también en fondos blandos
con praderas de Posidonia oceanica. Los juveniles tienen hdbitos mas litorales y viven en aguas
menos profundas que los adultos, los cuales pueden llegar a habitar profundidades cercanas a los
100-150 metros, adoptando un comportamiento solitario. Presenta alta sensibilidad a las bajas
temperaturas, dejando de alimentarse cuando ésta baja de los 12 °C, aunque puede soportar
temperaturas menores, siendo su minimo letal del orden de 5-7 °C. Su crecimiento mas rapido se

observa a temperaturas de 25-26 °C, pudiendo soportar temperaturas de hasta 32 °C.

Es un pez de habitos carnivoros, que se alimenta principalmente de moluscos bivalvos,

crustaceos y pequefios peces o cefaldpodos.

S. aurata constituye una especie hermafrodita protandrica, que primero se comporta como
macho y luego como hembra. Durante el primer afio de vida suelen ser inmaduros, aunque algunos
pueden llegar a madurar como machos. Pero en la mayoria, la primera maduracion sexual suele
ocurrir durante el segundo ano de vida, momento en el que se desarrolla la parte ventral de la
gbénada, originando testiculos funcionales. Al final de esta primera estacidn reproductora, todos los
individuos inician un proceso de reversidn sexual, que afecta aproximadamente a un 80 % de la
poblacién, y a partir del tercer afio de vida se comportan como hembras. El 20 % restante interrumpe

los procesos de reversion y permanece como machos (Aurelio Ortega, 2008).

Es una especie muy apreciada comercialmente en los paises europeos del Mediterraneo, por lo
cual el desarrollo de su cultivo y produccién tiene un gran impacto econdmico y alimenticio en la

Zona.
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3.2 CONDICIONES DE MANTENIMIENTO DE LOS PECES

Las doradas utilizadas en nuestros estudios procedian de la piscifactoria Piscimar S.L.
(Burriana, Castelldn), perteneciente al Grupo Andrémeda. Llegaron a nuestro laboratorio con un
peso inicial entre 5-8 g. Se mantuvieron en acuarios con una capacidad de 260 litros de agua,
ubicados en camaras con control de temperatura, en el Departamento de Ecologia de la Facultad de
Biologia en la Universidad de Barcelona. La temperatura del agua se mantuvo constante en los
acuarios, a 21 £ 0,5 °C, gracias a la utilizacién de dos camaras climatizadas: una con capacidad para
10 acuarios y otra con capacidad para 7 acuarios. La iluminacion de cada cdmara fue programada
para un fotoperiodo de 12 horas de luz/oscuridad. La salinidad del agua de cada acuario se mantuvo
controlada a 35 %o.. Con el objetivo de garantizar niveles dptimos de oxigeno disuelto, los acuarios
contaban con un suministro continuo de aire mediante compresores (400 L/h) (Stellar S-30,

California, USA).

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos del agua en los acuarios. Incidencias mas frecuentes, causas y medidas de

correccion.

Parametro Rango Medicion Incidencia Causas Medida de correccion
Comprobar UV,
sustituir si es

Temperatura | 20,5-21,5 °C Termometro Disminucion/Aumento | Falla luz UV, fallo de cdmara climatizada n'ecesarlo’. Cpmprobar

de mercurio nivel de liquido
refrigerante de la
camara, rellenar.

Salinidad 34-36 %0 | Refractémetro Aumento Evaporacién ;Zg:;blo CEIEENCE

SERA pH test Comprobar UV.
pH 7,5-8,0 (SERA GmbH, disminucién Falla luz UV. Bomba parada Revisar bomba y cebar
Alemania) nuevamente.
SERA
Amonio 0-0,5 mg/L T;?{:‘g:ﬁ;e:,t Aumento Bomba parada o con caudal bajo sj‘:\f:;zz::aa JEEe
Alemania)

Los residuos procedentes de las excreciones de los peces o de degradacion del alimento no
ingerido fueron eliminados u oxidados biolégicamente a formas menos téxicas bombeando el agua
(1800 L/h) a través de un filtro externo tipo Eheim professionel 3 (Eheim, Deizisau, Alemania). Los
filtros estdn formados por 3 secciones: la primera, de material cerdmico poroso, una segunda seccion
de arena calcdrea y la tercera compuesta por carbdn activo. De esta forma, el agua es filtrada
mediante un sistema mecanico, un sistema quimico (carbdn activo) y un sistema bioldgico (bacterias
nitrificantes). Con la finalidad de esterilizar y controlar la carga microbiana del agua, cada acuario
contaba con una ldmpara ultravioleta Eheim reeflexUV 800 (Eheim, Deizisau, Alemania) situada a la

salida del filtro.
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Cada semana se comprobaron los pardmetros abidticos de mayor importancia en el bienestar
de los peces. De esta manera, minimizando las fluctuaciones de cada variable nos asegurabamos de
tener buena homogeneidad en las condiciones de mantenimiento de los peces de los diferentes
acuarios. La tabla 1 muestra los parametros analizados y las medidas adoptadas en caso de encontrar

cambios que los alejasen de los rangos éptimos.
3.3 PREPARACION DE DIETAS EXPERIMENTALES

Para la preparaciéon de las dietas experimentales, inicialmente se mezclaron todos los
ingredientes en seco durante 5 minutos, utilizando una amasadora industrial (Kenwood). A
continuacién, sin dejar de mezclar, se agregd una cantidad equivalente de agua destilada donde
previamente se habia disuelto el cloruro de colina. Después de 5 minutos se procedié a agregar el
aceite de pescado. Posteriormente, en funcion de la viscosidad de la mezcla obtenida se siguieron

mezclando los ingredientes hasta obtener una mezcla de composicion homogénea.

Para la elaboracién de pienso granulado, la masa fue procesada con un moldeador Simac
Pastamatic 700, mediante el cual se obtienen por presién filamentos de 2,5 mm de didmetro. Estos
filamentos se secaron en estufa (WTE Binder 7200, Alemania) a 70 °C durante 24 horas vy
posteriormente fueron fragmentados utilizando una trituradora (Kenwood) obteniendo un pienso

granulado de 3 a5 mm de largo y 2 mm de didmetro.
3.4 DISENO EXPERIMENTAL PARA ESTUDIOS TRANSCRIPTOMICOS

Con el fin de obtener la maxima representacion y diversidad de transcritos de RNA para
analizar el transcriptoma y estudiar los efectos de los cambios nutricionales sobre el metabolismo de
juveniles de dorada, se formularon 5 dietas experimentales diferentes en su composicion en
proteina, lipidos y carbohidratos. Las dietas fueron denominadas: H'L'LS, M H'LS, L°L'HS, MPL'HS,
L’H'L® (Tabla 2). En la nomenclatura asignada a cada dieta las letras mayusculas hacen referencia a
los niveles de nutrientes presentes en cada una de ellas (High, Medium and Low). Las letras en

superindice hacen referencia al tipo de nutriente (Protein, Lipid and Carbohydrate).

Con estas cinco dietas experimentales y a fin de realizar un andlisis transcriptémico en dorada,
los peces fueron alimentados durante un periodo de 23 dias (experimento 1). La alimentacién se
realizd a saciedad de lunes a viernes proporcionandoles la dieta correspondiente en dos raciones
diarias, una a la mafiana (9:30) y otra racién por la tarde (15:30). Los fines de semana se les
suministré una racién Unica al mediodia (12:00). Un sexto grupo de peces fue mantenido durante el

mismo periodo de tiempo en condicién de ayuno.
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El suministro de alimento se efectud a intervalos de 5-10 minutos observando el
comportamiento de los peces frente a la entrega de alimento. Una vez detectada la pérdida de
interés de parte de las doradas para captar el alimento, ademas de observar la presencia de éste en
el fondo del acuario, se dejaba de ofrecer mas alimento. Posteriormente, transcurridos 10 minutos

aproximadamente del final de la alimentacidn, los restos de pienso no ingeridos eran colectados con

el fin de mantener los acuarios en condiciones dptimas de limpieza.

Tabla 2. Composicidn y andlisis proximal de las dietas experimentales.

DIETAS HPL'LS MPH'LC LPL'HC MPLHC LPHLS
Formulacion (%)

Harina de pescado * 81,62 67,55 54,35 67,55 54,32
Almidon 15,00 16,70 37,06 26,70 26,60
Aceite de pescado T 0,76 13,13 5,97 3,13 16,46
Mezcla de minerales 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90
Mezcla de vitaminas || 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Carragenano § 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Energia bruta (kJ/g dw) 20,2 22,4 19,9 20,02 22,13
Andlisis quimico (% peso seco)

Proteina cruda 59,5 50,1 40,6 - -
Grasas 7,2 17,5 8,2 - -
Carbohidratos** 18,4 20,9 40,9 - -
Cenizas 14,9 11,5 10,3 - -

* Corpesca S.A. Super-Prime fish meal (Santiago de Chile, Chile).

¥ Almiddn pregelatinizado de maiz adquirido en Brenntag Quimica S.A. (St. Andreu de la Barca, Barcelona, Spain).

t A.F.AM.S.A. (Vigo, Spain).

1 Mezcla mineral (mg/Kg): CaHPO,.2H,0, 7340; MgO, 800; KCl, 750; FeSO,.7H,0, 60; ZnO, 30; MnO,, 15; CuS0,.5H,0, 1.7;

CoCl,.6H,0, 1.5; KI, 1.5; Na,Se0;, 0.3.

[| Mezcla de vitaminas (mg/Kg): Cloruro de colina, 1200; mio-inositol, 400; acido ascérbico, 200; acido nicotinico, 70; acetato
de alfa tocoferol, 60; pantotenato de calcio, 30; riboflavina, 15; piridoxina, 10; acido fdélico, 10; menadiona, 10; tiamina-HCl,

8; trans retinol, 2; biotina, 0,7 colecalciferol, 0,05; cianocobalamina, 0,05.

§ lota carrageenan (Sigma-Aldrich).

** Carbohidratos fueron calculados por diferencia (100 - % proteina cruda - % lipidos - % cenizas).
t1 Calculado a par r de la composicion (proteina 24 kl/g, lipidos 39 kJ/g, carbohidratos 17 kl/g).

La figura 12 representa el disefio del experimento 1, asi como también los tipos de muestras

bioldgicas colectadas. Se analizaron parametros morfoldgicos, nutricionales, bioquimicos y

moleculares.
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e EXPERIMENTO 1

Después de 23 dias se determind y colectaron:
- Parametros somaticos
- Muestras de tejidos: Musculo esquelético, higado, cerebro, branquias, rifién, bazo y

tejido adiposo.

\ - Muestras de sangre /

Figura 12. Esquema experimental para el estudio del transcriptoma del musculo esquelético en juveniles de

dorada.

Durante el desarrollo del experimento se efectuaron los siguientes procesos:

1) Cada 7-10 dias, se pesaban las doradas individualmente, se determinaba el peso promedio
correspondiente a cada acuario. Diariamente se anotaba la cantidad de dieta suministrada. Los
valores de peso de los peces y la ingesta diaria fueron utilizados para calcular:

- Tasa de crecimiento de las doradas.
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- Ingesta diaria de pienso.

- Tasa de conversion de alimento en biomasa.

2) Al finalizar el experimento se sacrificaron 10 peces por acuario obteniendo diferentes
muestras bioldgicas:

- Muestras de suero para analizar glucosa y triglicéridos.

- Muestras de higado para determinar:
0 Indice hepatosomatico.
0 Transcriptdma del higado

- Muestras de musculo esquelético para estudios de:
0 Transcriptoma del musculo esquelético.
0 Niveles de expresién génica en vias relacionadas con la modulacién y el

crecimiento del musculo esquelético.

0 Actividades de enzimas clave en el metabolismo intermediario.

3.5 DISENO EXPERIMENTAL PARA ESTUDIOS DEL APROVECHAMIENTO DE NUTRIENTES DE LA
DIETA, CRECIMIENTO Y REGULACION DEL METABOLISMO

Un segundo experimento (experimento 2) fue realizado con el fin de determinar el
aprovechamiento y la digestibilidad de los nutrientes, ademas de los pardmetros de crecimiento de
los peces alimentados con cada dieta. Para ello, tres grupos de doradas fueron alimentadas durante

¢ . P L C P C Py LyC s . . . .. .
37 dias con las dietas H'L'L-, M'HL-y L'L'H". El régimen de alimentacidon fue similar al aplicado en el
experimento 1, el cual corresponde a un régimen a saciedad de lunes a viernes proporcionandoles la
dieta correspondiente en dos raciones diarias, una en la mafiana (9:30) y una racién por la tarde
(15:30). Los fines de semana se les suministré una racidn unica al mediodia (12:00). La seleccién de
estas tres dietas se realizé en base a que la dieta , es la de mayor contenido en proteina,
asemejandose a la dieta natural de las doradas, mientras que la dieta M°H'L muestra una
. . .. . . . P, L, ,C . ,
composicion similar a las dietas comerciales y en la dieta L'L'H"™ una parte importante de la proteina

ha sido sustituida por carbohidratos.

La figura 13 representa el disefio del experimento 2, asi como también los tipos de muestras
bioldgicas colectadas. Se analizaron parametros morfolégicos, nutricionales, bioquimicos y

moleculares.
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e EXPERIMENTO 2
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Al inicio del experimento se determind y colecto:

- Pesos iniciales
- Muestras somaticas (cuerpo entero)

Al final del experimento se determind y colectaron:

- Pesos finales

- Muestras de cuerpo entero
- Muestras de sangre

- Muestras y peso de higado

- Muestras de heces

\_ _/

Figura 13. Esquema experimental para el estudio del crecimiento, aprovechamiento y digestibilidad de los

nutrientes en juveniles de dorada.

Durante el desarrollo del experimento se efectuaron los siguientes procesos:

3) Cada 7-10 dias, se pesaban las doradas individualmente, se determinaba el peso promedio
correspondiente a cada acuario. Diariamente se anotaba la cantidad de dieta suministrada. Los
valores de peso de los peces y la ingesta diaria fueron utilizados para calcular:

- Tasa de crecimiento de las doradas.
- Ingesta diaria de pienso.

- Tasa de conversion de alimento en biomasa.

51



4) Con el fin de analizar la composicidon quimica a nivel somatico de los peces alimentados con las
dietas experimentales, se sacrificaron 10-12 peces al inicio del experimento y 5 peces de cada
acuario al final del experimento. Una vez analizada la composicién quimica de las doradas, se
calculé:

- Retencidn corporal de proteina para cada tipo dieta.

- Retencidn corporal de grasa para cada tipo de dieta.

5) Al finalizar el experimento, se sacrificaron 8-12 peces por acuario, obteniendo diferentes
muestras bioldgicas:
- Muestras de higado para determinar:
0 Indice hepatosomatico.
- Muestras de heces, con las cuales se analizo:
0 Digestibilidad de cada dieta y de los nutrientes presentes en su formulacion.
0 Ingesta diaria digerible.

0 Pérdidas fecales
3.6 MANIPULACION DE LAS DORADAS, SACRIFICIO Y COLECCION DE MUESTRAS

Con el fin de minimizar el estrés durante la manipulacion de los peces, estos eran anestesiados
via inmersion en un acuario auxiliar de 5 L con agua de mar que contenia metasulfonato de tricaina
(MS-222) a una concentracion de 70 mg/L. Posteriormente eran pesados en tandas de 5 a 10 peces,
de tal manera de que cada individuo no permaneciese mas de 10 minutos en exposicion al
anestésico. Una vez finalizada la manipulacion de los peces, si no eran sacrificados se dejaban en otro
acuario con un volumen de 5 L de agua de mar sin anestésico, para lograr su recuperacién antes de

retornarlos a su acuario de origen.

Al final del experimento se calculé la ingesta diaria de pienso para cada acuario mediante la

siguiente féormula:

g de dieta ingerida

Ingesta (g/Kg dia) =
gestagigdia Biomasa promedio (Kg)x duracion del experiment o (dias)

Para analizar la composiciéon de los peces, se realizé el sacrificio de los mismos 24 horas
después de la dltima ingesta de alimento, con una sobredosis de anestésico (1 g/L de MS-222). Cinco

peces se secaron en estufa (WTE Binder 7200, Alemania) a 70 °C, se agruparon por acuario y se
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homogenizaron, utilizando una trituradora (Kenwood). Los homogenizados fueron secados en estufa
(WTE Binder 7200, Germany) a 70 °C durante 4 dias hasta observar un peso constante. Finalmente,

se conservaron a -30 °C hasta la realizacidon de los andlisis.

Para la obtencion de suero y musculo esquelético, los peces fueron sacrificados 24 horas
después de la ultima racidén de alimento. Tras el proceso de anestesia (70 mg/L MS-222) y de
sacrificio mediante un corte cervical, se recogia la sangre utilizando una pipeta Pasteur de vidrio,
previamente lavada con citrato sddico al 3 %. La sangre obtenida se dejé en hielo durante 30 minutos
aproximadamente. Posteriormente se centrifugd a 4000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, se recuperd

el suero y se conservéd a -20 °C hasta su utilizacion para los andlisis.

Para la obtencion de las muestras de musculo, de cada pez se retird la piel mediante un corte
en la zona dorso lateral, como se observa en la figura 14 y se procedié a extraer una muestra de
musculo esquelético, que se lavo con una solucion de NaCl al 0,9 %. Inmediatamente después, la
muestra fue congelada mediante la técnica de freeze clamping utilizando pinzas previamente
enfriadas en nitrégeno liquido. Finalmente, las muestras de tejido se almacenaron individualmente a

-80 °C hasta su utilizacion.

—=

Figura 14. Corte transversal de S. aurata. La linea punteada representa la zona del musculo
esquelético (ME) muestreada. También se representa el musculo rojo (MR), la cavidad abdominal

(CA) y la notocorda (NO).
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Para realizar los diferentes analisis bioquimicos y moleculares, las muestras de musculo
esquelético fueron pulverizadas en un mortero, manteniendo en todo momento la temperatura de la

muestra por debajo de -80 °C mediante la utilizacion de nitrégeno liquido.

Protocolo de obtencién de extractos musculares:

1. Pesar 50-60 mg de tejido muscular y agregar tampon de homogenizacidon en una relacién 1:5

P/V (mg/uL). A partir de este momento, las muestras permaneceran en hielo.

2. Homogenizar las muestras utilizando un POLYTRON-PTA 7 (Kinematica GmbH, Littau-Luzern,

Suiza) en posicidn 3-4, durante 10 segundos.

3. Centrifugar el extracto a 13000 rpm durante 45 minutos a 4 °C con el fin de eliminar los

compuestos sdlidos insolubles.

4. Recoger el sobrenadante descartando la capa superior de grasa.

En los extractos musculares se determind la concentracién de proteina segin el método de

Bradford, (1976) descrito en el apartado 3.13.1.

Tampon de homogenizacion

Tris HCI pH 7,5 50 mM
EDTA 4 mM
NaF 50 mM
PMSF 0,5 mM
DTT 1mM
Sacarosa 250 mM

3.7 TASA DE CRECIMIENTO ESPECIFICA

Una vez llegados los peces a nuestras instalaciones estos fueron pesados y distribuidos
aleatoriamente en los diferentes acuarios en grupos de 15-25 peces. Durante la semana siguiente a la
recepcidn, los peces fueron aclimatados a las nuevas condiciones de mantenimiento. Para ello,
fueron alimentados una vez al dia con una racién del 2 % de su peso corporal con dieta comercial

Microbaq 15 (Dibaqg Grupo, Espafia) (Tabla 3).
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Tabla 3. Composicion y analisis proximal de la dieta comercial Microbaqg 15

Microbaq 15
Formulacion (%)
Harina de pez 60,50
Trigo 11,50
Aceite de pez 13,50
Gluten de trigo 8,30
Minerales 1,70
Lecitina de soja 2
Concentrado soluble de pez 2,50
TOTAL 100
Andlisis quimico (% peso seco)
Proteina 53,59
Lipidos 21,44
Carbohidratos 15
Humedad 5
Cenizas 9,97
Fosforo total 1,20
Celulosa 0,50
TOTAL 100

Una vez finalizado el periodo de aclimatacidn, se pesaron los peces nuevamente y se procedio
con la experimentacion, asignando aleatoriamente los acuarios para los tratamientos con las dietas

correspondientes. Se calculd la Tasa de Crecimiento Especifica (SGR) mediante la siguiente férmula:

=x100

<R (%)z(lnwzslnwl)

Donde:

W,= Peso medio de los peces al inicio del periodo de alimentacién
W,= Peso medio de los peces al final del periodo de alimentacion

D= Dias de alimentacion
3.8 ANALISIS DE LA COMPOSICION CORPORAL
3.8.1 Humedad

La determinacién de humedad se realizé utilizando las muestras obtenidas para el analisis de

composicion. La diferencia entre el peso de la muestra previo al proceso de secado (peso fresco) y
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tras el proceso de secado (peso seco) correspondié al contenido de humedad. El calculo fue realizado

empleando la siguiente formula:

Pesofresco— PesosecoX
Pesofresco

% de Humedad = 100

3.8.2 Proteina cruda

Para cuantificar el contenido proteico de la dieta suministrada y en los peces, se determind el
contenido de nitrégeno utilizando un analizador elemental Carlo-Erba NA 2100 (CE Instruments).
Para ello, se pesé en balanza analitica 1 mg de muestra correspondiente al homogenizado corporal
de los peces dentro de una pequefia cdpsula de estafio de 4 X 6 mm, agregando aproximadamente
unos 3 mg de pentdxido de vanadio (V,0s) dentro de la cdpsula. Posteriormente, la muestra era
oxidada por combustién instantanea en una atmdsfera de oxigeno puro. Como resultado de la
combustién, el nitrégeno y el carbono organico e inorgdnico de la muestra fueron convertidos a
nitrégeno molecular (N,) y diéxido de carbono (CO,), respectivamente. A continuacion, estos gases
eran arrastrados por un flujo de helio a través de un horno de reduccidn, en el que cualquier residuo
de NO se reducia a N,. Finalmente, después de pasar por una columna de cromatografia, N, y CO,
llegaban separadamente a un detector de conductividad térmica, que generaba una sefal eléctrica
proporcional a la concentracion de estos dos elementos. La concentracidn de proteina cruda de la
muestra fue estimada multiplicando la concentracién de N, obtenida (en % de peso seco) por un

factor de 6,25.

La preparaciéon de la muestra y la cuantificacion de su contenido de nitrégeno fueron
realizadas en la Unidad de Técnicas Separativas de los Centros Cientificos y Tecnolégicos de la

Universidad de Barcelona (CCiTUB).

3.8.3 Contenido de grasa

El contenido lipidico de las dietas asi como el de las muestras de peces homogenizadas, fue
extraido con éter de petrdleo utilizando un Tecator Soxtec HT 1043 (Foss). Para ello, se pesaban 2 g
de muestra sobre papel de filtro y se agregaba una pequeiia cantidad de sulfato de sodio (Naz2S0a4)
con la finalidad de evitar la absorcidon de humedad por parte de la muestra. Acto seguido, la muestra
era empaquetada dentro del papel de filtro en que habia sido pesada, se colocaba dentro de un

cartucho de celulosa y se tapaba la abertura del cartucho con fibra de algoddn. Una vez colocado el
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cartucho dentro de la columna, se iniciaba el proceso de extraccidn de los lipidos, el cual constaba de

tres etapas:

1. Enla primera etapa, el cartucho con la muestra eran sumergidos durante 15 minutos en 50 ml
de éter de petrdleo en ebullicién dentro de una cdpsula de aluminio. El vapor de éter liberado
al hervir la muestra, se condensaba al llegar al circuito de refrigeracidn y volvia a la capsula de

aluminio, lavando continuamente la muestra.

2. En la segunda etapa se levantaba el cartucho y se dejaba suspendido sobre el solvente en
ebullicion durante 40 minutos. Los sucesivos enjuagues durante esta etapa acababan de

extraer la grasa remanente en la muestra.

3. En la ultima etapa, de 15 minutos de duracién, se impedia el retorno del éter condensado
mediante una valvula interna, concentrando el extracto dentro de la capsula de aluminio. Para
eliminar cualquier residuo de disolvente o humedad, se dejaban las capsulas en estufa a 100 °C
durante 5 minutos. Por Ultimo, se dejaban enfriar los extractos hasta alcanzar la temperatura
ambiente en un desecador y se pesaban. El contenido de grasa de la muestra se calculd segin

la siguiente formula:

(Pesofinal — Taradelacépsula)
Pesomuestra

x100

% Grasa=

De manera similar a la medida del peso final (cdpsula mas extracto), la tara de la

capsula se realizaba después de haberla calentado previamente a 100 °C durante 30 minutos.

3.8.4 Contenido de cenizas

Para la determinacién de cenizas tanto en las dietas suministradas como en las muestras de
peces, se pesaban 200 mg de muestra, que eran depositados en un crisol de cerdmica previamente
tarado. La muestra era calcinada aumentando la temperatura de forma gradual en una mufla
(Hobersal 12PR/300, Hobersal) a 450 °C durante 12 horas. Las temperaturas, asi como los tiempos

utilizados fueron los siguientes:
1. Aumento de temperatura, a 1,5 °C/min hasta llegar a 200 °C (2 horas).
2. Estabilizacién de la muestra a 200 °C durante 2 horas.
3. Aumento de temperatura, a 1,4 °C/min hasta 450 °C (3 horas).

4. Calcinacion de la muestra a 450 °C durante 12 horas.

57



Al finalizar la calcinacidon se dejaba enfriar la muestra hasta temperatura ambiente en un

desecador y se pesaba. El contenido de cenizas se calculaba mediante la siguiente férmula:

(Pesofinal — Taradel crisol)
Peso muestra

% Ceniza= x100

La preparacion y las determinaciones en las muestras fueron realizadas en los (CCiTUB).

3.9 PARAMETROS DE CRECIMIENTO

Utilizando los valores de peso, ingesta y composiciéon corporal de los peces, se calcularon
diferentes parametros con el fin de evaluar las variaciones de eficiencia alimentaria observadas en

los peces alimentados con las diferentes dietas suministradas.

Tasa de conversidn del alimento (FCR) en relacion a la biomasa:

ccr -9 dedietaingerida(pesoseco)

= : x100
g de biomasaganado(pesofresco)

Retencion de la proteina de la dieta (PR):

g de proteinaganado(pesoseco)

— _ x 100
g deproteinaingerido(pesoseco)

% Retencion de proteina=

Retencién de la grasa de la dieta (LR):

g degrasaganado(pesoseco)

. . x 100
g degrasaingerido(pesoseco)

% Retencion de grasa=

Ratio de eficiencia de alimentacion (FER):
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g de biomasaganado (peso fresco)
g dedietaingerida(pesoseco)

Ratio de eficiencia de alimentacion =

Ratio de eficiencia proteica (PER):

g de biomasaganado(peso fresco)

Ratio de eficienciaproteica = — _
g de protefnaingerida(peso seco)

indice hepatosomatico (HI): Se calculé utilizando el peso del higado en relacién al peso del pez

g dehigado(pesofresco)
gdepeso corporal(pesofresco)

% HI = 100

3.10 DETERMINACION DE METABOLITOS Y ACTIVIDADES ENZIMATICAS
3.10.1 Determinacion de glucosa en suero

Las concentraciones de glucosa fueron determinadas utilizando el kit comercial Glucosa MR
(Linear Chemicals, Espana). EIl método se basa en una reaccién enzimatica en la que a partir de un
metabolito de interés (glucosa en este caso) se formara una cantidad proporcional de un compuesto
gue absorbe a una longitud de onda de 500 nm. El protocolo descrito por el fabricante fue adaptado

al autoanalizador Cobas Mira S (Roche).

Para determinar la concentracién de glucosa, el principio de la reaccién se basa en la oxidacién
de la glucosa presente en el suero a D-gluconato por accién de la glucosa oxidasa (GOx, EC 1.1.3.4),
formando peréxido de hidrégeno (H,0,). En la reaccidon enzimatica acoplada se produce una quinona
de color rojizo a partir de la reaccién del perdxido con fenol y 4-aminoantipirina (reaccion Trinder) en

presencia de peroxidasa (POD).

B-D-Glucosa + H,0 + O, EX» D-Gluconato + H,0,

POD
4-aminoantipirina + Fenol + 2H,0, — Quinoanimina + 4H,0

Protocolo:
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Se mezclaban 2,5 pL de muestra con 200 pL de monoreactivo suministrado con el kit, que
contiene las enzimas y los sustratos necesarios para la reaccidn. La reaccién se incuba durante 12
minutos a 30 °C. La variacién de la absorbancia a 500 nm se determina a punto final y la
concentracion de glucosa se estimaba a partir de una curva patrén disefiada a partir de
concentraciones de glucosa en un rango de 6,25 a 200 mg/dL. Cuando la concentracién de las
muestras superaba los valores de la curva patrén, se diluyeron las muestras con agua destilada. El

protocolo fue adaptado para realizar la determinacion en el autoanalizador Cobas Mira S (Roche).

3.10.2 Determinacion de triglicéridos en suero

Las concentraciones de triglicéridos fueron determinadas utilizando el kit comercial
Triglicéridos MR (Linear Chemicals, Espaifa). El método, al igual que en el caso de glucosa se basa en
una reaccién enzimatica que a partir de un metabolito se forma la cantidad proporcional de un
compuesto que absorbe a una longitud de onda de 500 nm. El protocolo fue adaptados al

autoanalizador Cobas Mira S (Roche).

La determinacidn de triglicéridos se llevé a cabo mediante la hidrdlisis de estos a glicerol y
acidos grasos libres (FFA) mediante la accion de la lipoproteina lipasa (LPL, EC 3.1.1.34). La enzima
glicerol quinasa (EC 2.7.1.30) se encargaba de fosforilar el glicerol liberado a glicerol-3-fosfato, el cual
era oxidado por la enzima glicerolfosfato oxidasa (GPO, EC 1.1.3.21), produciendo dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) y perdxido de hidrégeno. Finalmente, mediante la reaccion Trinder, el perdxido de

hidrégeno producia quinonaimina.

Trigliceridos + 3 H20 LR, Glicerol+3 FFA

Glicerol quinasa

Glicerol+ ATP —»  Glicerol-3-P + ADP

. GPO
Glicerol-3-P+ 0, Y ——>» DHAP H202

POD
4-aminoantipirina Fenol H,0, —» Quinonaimina 4 H,0

Protocolo:

Se mezclaban 3 pL de muestra con 200 pL de monoreactivo suministrado con el kit, que
contiene las enzimas y sustratos necesarios para la reaccién. La reaccion se incubaba durante 4
minutos a 30 °C. La variacion de absorbancia se determinaba a punto final y la concentracién de

triglicéridos era estimada a partir de una curva patron con concentraciones desde 12,5 a 200 mg/dL.
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3.10.3 Determinacion de glucégeno en mtusculo

Para la determinacién de glucégeno en el musculo esquelético, en primer lugar se
homogenizaron 50 mg de tejido agregando HCLO, 0,6 M en una relacion 1:5 P/V (mg/ ul) haciendo
uso de un POLYTRON-PTA 7. Con el extracto se determind el contenido de glucégeno segun el

método descrito por Keppler and Decker (1974):
1. A 100 pl del extracto se agregan 75 ul de KHCO; 1 M

2. Afadir 75 pl de amiloglucosidasa (3mg/ml) (Sigma) tamponada a pH 4,8 en acetato sddico 0,2
M. La mezcla se deja incubar durante 2 horas a 40 °C. De esta manera la amiloglucosidasa

hidroliza el glucégeno y libera la glucosa contenida.

3. Parar la reaccidn agregando 7,5 ul de HCLO, 6 N. Centrifugar la mezcla a 3000 rpm durante 30

minutos a 4 °C.

4. Obtener el sobrenadante y determinar la concentracion de glucosa siguiendo el mismo
protocolo descrito para el andlisis de glucosa en suero (apartado 3.10.1). El contenido de

glucosa en musculo se expresa como mg de glucosa por gramo de musculo.
3.10.4 Determinacién de actividades enzimaticas

La actividad enzimatica en los extractos fue ensayada a 30 °C, con concentraciones saturantes
de sustratos y pH éptimo. Los diferentes métodos de determinacion fueron previamente adaptados y
calibrados para ser realizados en el autoanalizador Cobas Miras S (Roche).

Las actividades enzimaticas fueron expresadas en U por g de proteina (U = 1 mmol de producto

formado/min).
Determinacidn de la actividad 6-fosfofructo-1-quinasa

La 6-fosfofructo-1-quinasa (PFK-1. EC 2.7.1.11) cataliza la fosforilacién de la fructosa 6-fosfato
en presencia de ATP para formar fructosa 1,6-bifosfato y ADP. Para determinar la actividad PFK-1 se
acoplan tres reacciones, catalizadas por tres enzimas diferentes. La primera de estas reacciones la
cataliza la aldolasa A o fructosa bifosfato aldolasa (EC 4.1.2.13), la cual rompe la fructosa 1,6-
bifosfato formada por la PFK-1 en gliceraldehido 3-fosfato y dihdroxiacetona fosfato. A continuacion,
la triosa fosfato ismoerasa (TPI, EC 5.3.1.1) transforma el gliceraldehido 3-fosfato en dihidroxiacetona
fosfato. Por ultimo, la dihidroxiacetona es reducida a glicerol 3-fosfato por accién del glicerol 3-

fosfato deshidrogenasa (GPDH, EC 1.1.1.8). En esta reaccidn se oxida NADPH a NADP’, asi la

61



absorbancia de la mezcla de la reaccién a 340 nm disminuye proporcionalmente a la conversion de

fructosa 6-fosfato a fructosa 1,6-bifosfato.
PFK-1 .
Fructosa 6-fosfato + ATP — Fructosa 1,6-bifosfato + ADP
. Aldo A . . . .
Fructosa 1,6-bifosfato «—>» Gliceraldehido 3-fosfato + Dihidroxiacetona fosfato
TPI
Gliceraldehido 3-fosfato «—» Dihidroxiacetona fosfato
- . GPDH . R
Dihidroxiacetona fosfato + NADPH <«— Glicerol 3-fosfato + NADP

El protocolo empleado se basa en el método empleado por Castafio et al. (1979). La mezcla de

reaccidn de ensayo de la actividad determinada a 30 °C, fue la siguiente:

Reactivos Concentracion inicial Volumen (uL) Concentracion final

Tris-HCl, pH 8,25 200 mM 105 105 mM

MgCl2! 1 mM 1 5 mM

KCIt 1 mM 10 0,05 mM

NADH? 10 mM 3 0,15 mM

Sulfato amdnico® 400 mM 2 4 mM

R B-mercaptoetanol’ 200 mM 12 12 mM

F6P! 100 mM 20 10 mM

G6P* 300 mM 20 30 mM

Aldolasa® 2,1 mu 0,7 U/ml

TP? 15 mu 3 5 U/ml

GPDH? 6 muU 2 U/ml

R1 ATP? 10 mM 20 1 mM
Extracto de musculo 4
Total 200

! Las disoluciones de Tris-HCI, MgCL,, KCI, sulfato aménico, fructosa 6-fosfato (Sigma), glucosa 6-fosfato (Sigma) y ATP (Sigma) se guardaban
en alicuotas a -20 °C hasta el andlisis. Las alicuotas de B-mercaptoetanol (Sigma) se guardaron a 4 °C.
?La solucion de NADH (Sigma) se preparo justo antes de cada ensayo.

* Se preparaba una Gnica disolucién con la aldolasa (Sigma), la TPI (Sigma) y GPDH (Sigma), justo antes de cada ensayo.

Una unidad de actividad enzimatica se definié6 como la cantidad de enzima necesaria para
consumir 2 umol de NADH por minuto. El protocolo fue adaptado para realizar la determinacién en el

autoanalizador Cobas Mira S (Roche).

62



Determinacion de la actividad piruvato quinasa

La piruvato quinasa (PK, EC 2.7.1.40) cataliza la transferencia de un grupo fosfato del
fosfoenolpiruvato a una molécula de ADP para formar piruvato y ATP. Para el ensayo de su actividad
es necesario acoplar una segunda reaccion catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH, EC
1.1.1.27), en la cual el piruvato es reducido a lactato junto con la oxidacién de NADH a NAD". La

oxidacion de NADH resulta en |la disminucion de la absorbancia a 340 nm de la mezcla de reaccion.
. PK .
Fosfoenolpiruvato + ADP —»  Piruvato + ATP
LDH .
Piruvato + NADH <«—» Lactato + NAD

El protocolo empleado se basa en el método descrito por Staal et al. (1975). La mezcla de

reaccion para medir la actividad PK a 30 °C, fue la siguiente:

Reactivos Concentracion inicial Volumen (uL) Concentracion final
Glicil-glicina, pH 7,4' 100 mM 177,8 88,9 mM
MgCl2! 1M 2,5 0,0125 M
Kclt 1M 25 0,125 M
R NADH? 10 mM 3,75 0,1875 mM
PEP* 50 mM 14 3,5 mM
LDH? 78,8 muU 3,75 21 U/ml
R1 ADP! 30 mM 20,7 2,5 mM
Extracto de musculo 4
Total 251,5

! Las disoluciones de glicil-glicina, MgCl,, KCI, PEP (Sigma) y ADP (Sigma) se guardaban en alicuotas a -20 °C hasta su andlisis.

? Las disoluciones de NADH (Sigma) y LDH (Sigma) se preparaban justo antes de cada ensayo.

Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima necesaria para
consumir 1 umol de NADH por minuto. El protocolo fue adaptado para realizar la determinacién en el

autoanalizador Cobas Mira S (Roche).
Determinacion de la actividad fructosa 1,6-bifosfatasa

La fructosa 1,6-bifosfatasa (FBPasa, EC 3.1.3.11) cataliza la conversién de la fructosa 1,6-
bifosfato a fructosa 6-fosfato. Para medir la actividad de la FBPasa es necesario acoplar dos

reacciones catalizadas por dos enzimas diferentes. En la primera reaccién, la glucosa 6-fosfato
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isomerasa (PGI. EC 5.3.1.9) transforma la fructosa 6-fosfato en glucosa 6-fosfato, que posteriormente
es oxidada por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD, EC 1.1.1.49) a 6-fosfogluconolactona. En
esta Ultima reaccidon se reduce el NADP* a NADPH y el aumento de absorbancia de la mezcla de

reaccion se registra a 340 nm.
. FBPasa
Fructosa 1,6-bifosfato + H,O — Fructosa 6-fosfato + fosfato
PG
Fructosa 6-fosfato «—» Glucosa 6-fosfato
G8l

PD
Glucosa 6-fosfato + NADP* <«—» 6-fosfogluconolactona + NADPH

La reaccién se llevd a cabo a 30 °Cy el protocolo empleado se basa en el método descrito por

Ekdahl and Ekman, (1985). La mezcla de reaccidon para medir la actividad de la FBPasa fue la

siguiente:
Reactivos Concentracion inicial Volumen (uL) Concentracion final
Imidazol-HCl, pH 7,4" 100 mM 170 85 mM
MgCl2! 1M 1 0,005 M
NADP? 10 mM 10 0,5 M
R B-mercaptoetanol’ 200 mM 12 12 mM
Fructosa 1,6-bifosfato* 5 mM 2 0,05 mM
PGI® 2,5 mU 2,5 U/ml
R1 G6PD? 0,48 mU 1 0,48 U/ml
Extracto de musculo 4
Total 200

! Las disoluciones de Imidazol-HCl, MgCl, y fructosa 1,6-bifosfato (Sigma) se guardaban en alicuotas a -20 °C hasta su analisis. Las
alicuotas de B-mercaptoetanol (Sigma) se guardaron a 4 °C.
? La solucién de NADP (Sigma) se prepard justo antes de cada ensayo.

* Se preparé una unica disolucion con la PGI (Sigma) y la G6PD (Sigma), justo antes de cada ensayo.

Una unidad de actividad FBPasa se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para
producir 1 umol de NADPH por minuto. El protocolo fue adaptado para realizar la determinacién en

el autoanalizador Cobas Mira S (Roche).

Determinacion de la actividad glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
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G6PD cataliza la oxidacion de la glucosa 6-fosfato en 6 fosfogluconalactona con la reduccién de
NADP* a NADPH. La formacién de NADPH resulta en el aumento de la absorbancia a 340 nm de la

mezcla de reaccion.

Glucosa 6-fosfato + NADP® <GG—PD> 6-fosfogluconolactona + NADPH

El protocolo empleado se basa en el método descrito por Lee (1981). La mezcla de reaccién

para medir la actividad G6PD fue la siguiente:

Reactivos Concentracion inicial Volumen (uL) Concentracion final
Imidazol-HCl, pH 7,41 100 mM 155 77,5 mM
MgCl2! 1M 1 0,005 M
R Glucosa 6-fosfato’ 10 mM 20 1M
NADP? 10 mM 20 1 mMm
Extracto de musculo 4
Total 200

! Las disoluciones de Imidazol-HCl, MgCl, y glucosa 6-fosfato (Sigma) se guardaban en alicuotas a -20 °C hasta su analisis.

? La solucién de NADP (Sigma) se prepard justo antes de cada ensayo.

Una unidad de actividad G6PD se definié como la cantidad de enzima necesaria para producir
1 umol de NADPH por minuto. El protocolo fue adaptado para realizar la determinacién en el

autoanalizador Cobas Mira S (Roche).
Determinacion de la actividad 6-fosfogluconato deshidrogenasa

La 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD, EC 1.1.1.43) cataliza la oxidacion del 6-
fosfogluconato en ribulosa 5-fosfato con la reducciéon de NADP* a NADPH. La formacién de NADPH

resulta en el aumento de la absorbancia a 340 nm de la mezcla de reaccion.

El protocolo empleado, adaptado para efectuar el ensayo automatizado, se basa en el método
descrito por Moellering i Bergmeyer (1984). La mezcla de reaccidon para medir la actividad fue la

siguiente:

.  6PGD )
6-fosfogluconato + NADP™ <4— Ribulosa 5-fosfato + NADPH
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Reactivos Concentracion inicial Volumen (pL) Concentracion final

Imidazol-HCl, pH 7,41 100 mM 165,4 82,7 mM
MgCl2! 1M 0,6 0,003 M
R 6-fosfogluconato® 20 mM 20 2 M
NADP? 10 mM 10 0,5 mM
Extracto de musculo 4
Total 200

! Las disoluciones de Imidazol-HCl, MgCl, y 6-fosfogluconato (Sigma) se guardaban en alicuotas a -20 °C hasta su analisis.

? La solucién de NADP (Sigma) se prepard justo antes de cada ensayo.

Una unidad de actividad 6PGD se definié como la cantidad de enzima necesaria para producir
1 umol de NADPH por minuto. El protocolo fue adaptado para realizar la determinacién en el

autoanalizador Cobas Mira S (Roche).

Determinacion de la actividad alanina aminotransferasa

La alanina aminotransferasa (ALT, EC 2.6.1.2) cataliza la transaminacion de L-alanina a
a-cetoglutarato para formar piruvato y L-glutamato. Para medir la actividad se debe acoplar una
segunda reaccion catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27), en la cual el

piruvato es reducido a lactato con la oxidaciéon de NADH a NAD".

. ALT .
L-alanina + a-cetoglutarato <«—  Piruvato + L-glutamato
] LDH .
Piruvato + NADH <«—» Lactato+ NAD

La actividad se determind mediante el uso del kit comercial ALT-GPT BR (Linear Chemicals)
siguiendo las instrucciones del fabricante y adaptado para su utilizaciéon en el autoanalizador Cobas

Mira S.

Una unidad de actividad ALT se definié como la cantidad de enzima necesaria para consumir 1
pmol de NADH por minuto.

Determinacidn de la actividad aspartato aminotransferasa

La aspartato aminotransferasa (AST, EC 2.6.1.1) cataliza la transaminacidn de la L-aspartato a
a-cetoglutarato para formar oxaloacetato y L-glutamato. Para medir la actividad de AST se debe
acoplar una segunda reaccidn catalizada por la malato deshidrogenasa (MDH, EC 1.1.1.37), en la cual

el oxaloacetato es reducido a malato con la oxidaciéon de NADH a NAD".
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L-aspartato + a-cetoglutarato <y Oxaloacetato + L-glutamato

Oxaloacetato + NADH <% Malato + NAD*

La actividad se mide mediante el uso del kit comercial AST-GOT BR (Linear Chemicals)
siguiendo instrucciones del fabricante y adaptado para ensayo en Cobas Mira S.

Una unidad de actividad AST se definié como la cantidad de enzima necesaria para consumir 1

pmol de NADH por minuto.
Determinacidn de la actividad glutamato deshidrogenasa

La glutamato deshidrogenasa (GDH, EC 1.4.1.2) cataliza la desaminacidn del L-glutamato a
a-cetoglutarato, y viceversa, la aminacidon del a-cetoglutarato a L-glutamato. En funcién de la

direccién de la reaccidn, la enzima oxida o reduce los cofactores NADH y NAD®, respectivamente.

GDH
L-glutamato + H,0 + NAD®* <«—>» oa-cetoglutarato + NH; + NADH

El protocolo empleado para la determinacion de la actividad GDH en la direccion de
aminacion de la a-cetoglutarato se basa en el método descrito por Hochachka et al. (1978). La

mezcla de la reaccidn fue la siguiente:

Reactivos Concentracion inicial Volumen (uL) Concentracion final
Imidazol-HCl, pH 7,4" 500 mM 25 50 mM
Acetato de amonio® 2,5 M 250 mM
R a-cetoglutarato® 250 mM 5 5 mM
NADH? 10 mM 2,5 0,1 mM
ADP* 30 mM 8,3 1 mMm
H,O destilada 186,2
Extracto de musculo 23
Total 250

! Imidazol-HCl y acetato de amonio (Sigma) se prepararon en una sola solucién. Junto con el ADP (Sigma), estos reactivos se guardaron en
alicuotas a -20 °C hasta su analisis.

? Las soluciones de a-cetoglutarato y de NADH (Sigma) se prepararon antes de cada ensayo.

Una unidad de actividad GDH se definié como la cantidad de enzima necesaria para producir 1
pmol de NADH por minuto. El protocolo fue adaptado para realizar la determinaciéon en el

autoanalizador Cobas Mira S (Roche).
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3.11 ANALISIS DE DIGESTIBILIDAD E INGESTA DE NUTRIENTES

La digestibilidad e ingesta de los nutrientes de cada dieta suministrada se determiné mediante
la inclusion de un marcador inerte. En este caso se seleccioné como marcador el 6xido de itrio (Y203),
el cual fue incluido en una proporcidn en la dieta del 0,1 % en la dieta. Debido a que el éxido de itrio
no es asimilable por el aparato digestivo, durante el proceso de digestidon el marcador se concentra
en el intestino. Por el contrario, la cantidad de nutrientes asimilables son reducidos durante la
digestion.

La determinacion de la concentracién de itrio en la dieta y en las muestras de heces nos
permitid calcular el coeficiente de digestibilidad aparente (CDA) de la dieta mediante la siguiente

férmula:

1- Y,O, en ladieta

CDA materia seca (%) =( Y.0 "
,0; en heces

Jx 100

Ademas, se calcularon los CDAs de los diferentes nutrientes de las dietas.

_ Y,0; en ladieta 5 proporcion de nutrientes en las heces
Y,0; en heces proporcion de nutrientes en la dieta

CDA (%)= (1 J x 100

Los nutrientes seleccionados para el andlisis fueron proteina, carbono y fdsforo. Para la
determinaciéon de las concentraciones de fésforo e itrio, tanto en las dietas como en las heces, se

aplicé el siguiente protocolo:
1. Se pesaban 20-25 mg de muestra en un reactor de teflon.
2. Se agregaban 2-3 ml de HNO; al 70 % a los reactores con las muestras de heces y pienso.
3. Las muestras eran digeridas durante 24 horas a 90 °C.

4. Una vez frio el reactor, el hidrolizado era recogido en un tubo vy el interior del reactor era
enjuagado con 20-30 ml de agua MiliQ, dependiendo de si la muestra era de heces o de
pienso. El volumen de agua de los lavados también era recogido en los tubos con el hidrolizado

inicial.

5. Se determinaba gravimétricamente la densidad de estos hidrolizados para poder calcular

cuidadosamente su volumen a partir del peso.
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Las concentraciones de itrio y de fésforo en los extractos finales fueron analizadas mediante
espectroscopia de plasma de induccion acoplado (ICP-OES) por el equipo de la Unidad de Analisis de

Metales del CCiTUB.

Posteriormente, los CDAs se utilizaron para estimar la cantidad de pienso y nutrientes
ingeridos que fueron asimilados por las doradas. Estos valores de ingesta fueron denominados como

ingesta digerible, y se calcularon aplicando la férmula:

l ngeSta‘uutriente(g/ Kg dia) X CDAnutriente
100

Ingesta digeriblenyiene (/K g dia) =

Restando la ingesta digerible de la ingesta total, se obtiene una estimacién de las pérdidas de
cada nutriente a través de las heces, este calculo se realiza mediante la aplicacidn de la siguiente

férmula:

Perdidas fecal €S uriente (/K g did) = Ingestanuiente (0/K g dia) — Ingesta digerible,uriente

3.12 EXTRACCION DE RNA

Con el fin de analizar el transcriptoma del musculo esquelético, y obtener el transcriptoma de
higado, se procedié a aislar el RNA total de muestras de musculo esquelético e higado de 6 peces
alimentados con cada una de las 5 dietas experimentales y de 8 peces en ayunas como se describe en
el experimento 1. Siguiendo las instrucciones del kit comercial RNeasy® fibrous tissue Mini Kit para
las muestras de musculo y el kit RNeasy® tissue Mini Kit (QIAGEN, Sussex, UK) para el caso de higado.
La concentracion y pureza de las muestras de RNA se determinaron espectrofotométricamente a
260/280 nm mediante el uso de un NanoDrop ND-1000 (Thermo Fischer Scientific, USA). La pureza
de la muestra se considerd dptima cuando la relacién de los valores de absorbancia era superior a

1,9.

La determinacion de la integridad del RNA es de fundamental importancia a la hora de realizar
analisis transcriptémicos y de expresidn génica, para ello la calidad del RNA fue evaluada utilizando
un Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies). Asi se determina la integridad y cantidad de RNA
de una forma mas fiable y rigurosa que con los sistemas tradicionales, debido a que esta tecnologia

utiliza chips de separacién electroforética, donde la muestra de RNA es separada en pequefios
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volumenes de gel y analizada via laser. El software del bioanalizador genera un electroferograma y
una imagen similar a la que se hubiese obtenido al correr un gel de agarosa para comprobar su
integridad (Figura 15). Ademas, el sistema empleado minimiza la cantidad de RNA necesario vy el
tiempo empleado en determinar la integridad. El resultado se expresa en unidades RIN que
representa el niumero de integridad de ARN, indicando la calidad del RNA eucaridtico total en
relacion a las subunidades ribosomales 18S y 28S. EI RIN tiene un rango numérico del 1 al 10, siendo
1 el valor para una muestra de RNA totalmente degradada y 10 el valor obtenido para una muestra

integra.

Para los estudios realizados en esta tesis doctoral, se utilizaron muestras de RNA con un RIN

superior o igual a 9,2.
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3.12.1 Transcripcion inversa

Las cadenas sencillas de DNA complementario (cDNA) fueron sintetizadas mediante el uso de
la transcriptasa inversa (RT) a partir del RNA mensajero (RNAm) utilizado como molde. Para realizar
la reaccién, se incubd 1 pg de RNAm en presencia de MMLV-RT (Moloney murine leukemia
virus-reverse transcriptase; Promega), desoxirribonucleétidos (dNTPs; Promega) y hexameros
nucleotidicos aleatorios (Invitrogen) durante 60 minutos a 37 °C. Para prevenir la degradacion del

RNA, en la mezcla de reaccidn se incluyé inhibidor de RNAsas (RNAsin, Promega).
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La mezcla de reaccién incluyd los siguientes reactivos y concentraciones:

Reactivo Concentracion inicial  Volumen  Concentracidn final
First-Strand buffer* 5X 4l 1X

dNTPs 10 mM 2 ul 0,5 mM

hexameros aleatorios 62,5 ng/ul 2 ul 7,8 ng/ul

RNAsin 80 U/l 0,5 pl 2 U/ul

RNA total 1ug

MMLV-RT 200 U/ul 1ul 10 U/ul

H,0 gsp 20 ul

* First-Strand Buffer (250 mM Tris-HCl, pH 8,3; 375 mM KCl, 15 mM MgCl,, 50 mM DTT), Promega.

3.12.2 PCR cuantitativa (RT-qPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa (QPCR) es una técnica que tiene

como finalidad monitorizar en tiempo real el progreso de una PCR convencional. El proceso se basa

en la deteccién y cuantificacién de un marcador fluorescente. La sefial incrementa de manera

proporcional a la cantidad de producto de PCR presente en la reaccidn. Para monitorizar la

amplificacion del DNA se debe usar un agente de unidn, en esta tesis se ha utilizado SYBR Green

(Applied Biosystems), el cual es un fluoréforo que se une al DNA de doble cadena. En el momento en

que la molécula de SYBR Green se intercala en la doble cadena, su fluorescencia incrementa.

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para el analisis de expresidén génica mediante RT-qPCR.

Gen Sentido (5°-3°) Anti sentido (5°-3°) ta(r: :;‘o AIin:-a(:réi)e nto ::_gc;eo
Myf5 CGACGGCATGGTTGACAGCA TCCGGCTGTCTTATCGCCCA 109 62 IJN034420
Myfé TCATCCCACAGCTTTAAAGGCA AGTGAATCTTCGGCGTCCTCC 163 62 IN034421
MyoD2 CACTACAGCGGGGATTCAGAC CCGTTTGCTTCTCCTGGACT 200 62 AF478569
Miogenina TTCCCTGACCAGCGCTCCTA TCTGTTCCTGTCACCCCAAC 155 62 EF462191.1
Folistatina GGAAACGACGGGATCATCTATGC CGACTTGGCCTTGATGCATTTTCC 111 65 AY544167
Miostatina GGATGCAGGAACACACACAC AGACGACGAAGGACGAGAAA 128 62 AF258448.1
GHR1 ACCTGTCAGCCACCACATGA TCGTGCAGATCTGGGTCGTA 99 62 AF438176.2
GHR2 GAGTGAACCCGGCCTGACAG GCGGTGGTATCTGATTCATGGT 75 62 AY573601.2
Glut4 CCAGCTGAAGAGCGAGAGGA GGAAACTGGACCCTCAGGAC 123 62 *|sotig03083
IGF1 ACTGCTGTGCGTCCTCACCCTGA GTGCATTGGGGCCGTAGCCA 146 65 AY996779
mTOR GGAGACTGTTTTGAGGTCGCC ACCTCCATCACCGTGTGGCA 143 62 *sotig06897
S6 CAGCAAGATCCGCAAGCTCT CTTCTGGGTGCGCTGTCTCT 190 62 *1sotig09703
AKT CCCGTGTCTGGAGAGCTTGA GCACAGCAGCCTCTGGATTG 144 62 *sotig02649
LC3B GACTGATCCGAGAGCAGCAC GTTGACGTGGTCTGGCACTA 116 62 *|sotig01434
Gabarapll TGGCCAGTTGTGCTTCCTGA CTGGATGGGGGAAGGGAGTT 93 62 *|sotig08571
ATP-binding cassette CCTCAGCAGCAGCGATTACGAAGA  GCTCTGCTTTGGTCTGTCTGTAGTAG 119 62 *|sotig3145
ADP/ATP translocasa CTGTGTTTCGTCTACCCCCTCG CTTCACCAAACAGTCTCCCAGGC 108 62 *|sotig13418
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CoQ10 CCAGCAAAACGACTCCACTCCTC CCCACAGGAGCCCAAGTTTCT 119 62 *Isotigd622

Citocromo b TATTCTGAGGGCGTGGGTGC TCGAGAAATAAGCGCCAGTCTGT 93 65 *Isotig18697
Citocromo ¢ CCTTCCTGCGGTTCCCACTA CATGAAGGAGGCAAATATGAATGC 112 62 *Isotigl7429
NADH dehydrogenase ATATCCCGACAAAGGCGAGGGC AGGTCAGGGTGGTCCCACTTGT 99 62 *isotig17415
ATP synthase GGGCAGGGTCAGTCAAATCGTCAG CAACATCTTCCGCTTCACACAGGCT 197 62 *isotig06994
EFla CCCGCCTCTGTTGCCTTCG CAGCAGTGTGGTTCCGTTAGC 135 65 AF184170
18S TTACGCCCATGTTGTCCTGAG AGGATTCTGCATGATGGTCACC 106 62 AM490061

Los genes identificados fueron: Myogenic factor 5 (Myf5), myogenic factor (Myf6), myoblast determination factor 2
(Myod2), growth hormone receptor 1 (GHR1) y 2 (GHR2), glucose transporter type 4 (Glut4), insulin-like growth factor 1
(IGF1), mechanistic target of rapamycin (mTOR), S6 ribosomal protein (S6), protein kinase B (AKT), microtubule-associated
proteins 1A/1B light chain 3B (LC3B), gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 1-like (Gabarapll),
coenzyme Q-binding protein CoQ10 (CoQ10), sub unidad ribosomal 18S (18S) y elongation factor 1-alpha (EFla).

*Secuencias obtenidas por secuenciacién transcriptémica.

Las secuencias de los oligonucledtidos sentido y anti sentido fueron disefiadas utilizando la

herramienta bioinformatica Primer3 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) tomando

como referencia secuencias publicadas en los bancos de datos gendmicos publicos y los datos
transcriptomicos obtenidos en esta tesis (Tabla 4).

Los volumenes y concentraciones de los reactivos utilizados en la RT-gPCR fueron los

siguientes:
Reactivo Concentracion inicial Volumen Concentracion final
Muestra de cDNA* 3,2 ul
Oligonucleotido sentido 10 pM 1,6 ul 0,4 mM
Oligonucleotido antisentido 10 uM 1,6 ul 0,4 mM
Power SYBR Green 2 X 20 ul 1X
Agua libre de Dnasas 13,6 ul
Volumen total 40 pl

* Muestra de cDNA diluida 10 veces en agua libre de DNasas.

El cDNA de cada muestra fue amplificado por duplicado, para lo cual en cada tubo se
depositaron 18 ul de la mezcla de reaccion. El aparato utilizado fue un StepOnePlus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems). Las condiciones de amplificacidén fueron las siguientes:

1. 50°Cdurante 2 minutos.
2. 95 °Cdurante 10 segundos.
3. 95 °Cdurante 15 segundos.

4. 62 °Cdurante 1 minuto (para folistatina, IGF-1, citocromo b y EF1a se utilizd 65 °C)
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5. 40ciclos (Paso 3y 4).

Al finalizar la PCR cuantitativa es posible observar una curva de la fluorescencia obtenida
respecto al ciclo de PCR. De esta curva se obtuvo el valor Ct (cycle threshold), que representa el ciclo
en el cual la fluorescencia pasa el nivel umbral de deteccién. De esta manera, cuanto mayor sea la
cantidad de cDNA de partida, mas rapidamente se acumula el producto de PCR, obteniendo un valor
Ct mas bajo. La fluorescencia obtenida es normalizada automdticamente respecto a la fluorescencia

de una referencia pasiva (6-carboxi-X-rodamina) presente en la mezcla de SYBR Green.

Una vez determinado el valor Ct, se calcula el ACt para cada muestra que se desee cuantificar,

para ello:

ACt = Ct (gen diana) — Ct (Gen reportero)

Posteriormente, una de las muestras es escogida como muestra de referencia para efectuar la

comparacion con las demas muestras, obteniendo asi el valor AACt.

AACt = ACt (muestra X) — ACt (muestra de referencia)

Por ultimo, los datos deben ser transformados a valores absolutos mediante la siguiente

férmula:

Vaor de expresion = 244

La eficiencia de amplificacién de los oligonucledtidos fue testada mediante la generacion de
curvas estandar con los valores de expresion correspondientes a diluciones consecutivas de una
muestra de cDNA de referencia. Posteriormente, para validar el correcto funcionamiento de cada
oligonucleétido, el producto de PCR de cada dilucidn utilizada en el paso anterior fue separado
mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 2 %, de esta manera se confirmé la presencia de

una sola banda de amplificacidon con el tamafio esperado.

3.13 WESTERN BLOT

La técnica Western blot se utiliza para detectar proteinas con anticuerpos especificos. Para

realizar y aplicar la técnica es necesario que las proteinas hayan sido previamente separadas
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electroforéticamente en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sdédico (SDS) (SDS-
PAGE), y posteriormente transferidas a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF)

(Amersham Hybond-P PVDF Membrane, UK).
3.13.1 Determinacion de proteina: Método de Bradford

La determinacidn de proteina total se realizé siguiendo el método de Bradford (1976),
adaptado al autoanalizador Cobas Mira S. El método se basa en la formacién de complejos entre las
proteinas presentes en la muestra y el colorante azul Coomassie brilliant blue G-250. El ensayo se
llevod a cabo a 30 °C, mezclando 5 pl de extracto de muestra en un volumen final de 250 pl utilizando
el reactivo Protein assay (Bio-Rad), diluido 5 veces. Posteriormente se determind la absorbancia a
una longitud de onda de 600 nm. Los valores fueron interpolados en una recta patron obtenida con

muestras de concentracién conocida (entre 0,125 a 1 mg/ml) de albimina sérica bovina (BSA).
3.13.2 Electroforesis de Proteina

Mediante la aplicacion de electroforesis SDS-PAGE es posible separar las cadenas
polipeptidicas en funciéon del tamafio molecular. Esto requiere que las proteinas a separar estén
desnaturalizadas y cargadas con la misma polaridad para que sean capaces de avanzar hacia el
mismo electrodo y se puedan separar exclusivamente en funcion de su tamafio. Como agente
desnaturalizante se ha utilizado SDS y como agente reductor B-mercaptoetanol. El SDS es capaz de
romper las interacciones hidrofébicas de las proteinas, las desnaturaliza y las carga negativamente. El

B-mercaptoetanol rompe los enlaces disulfuro entre cisteinas.

La electroforesis se realiza sobre una matriz semisdlida de polimeros sintéticos de acrilamida
en condiciones desnaturalizantes. Cuando la acrilamida polimeriza forma una capa fina, transparente
y flexible que actia como una red oponiendo resistencia al paso de las proteinas sometidas a la
accion del campo eléctrico. De esta manera, las proteinas de mayor tamafio poseen mas resistencia

al avance a través del gel, mientras que las mas pequeias avanzan a mayor velocidad.

Una vez obtenida y cuantificada la proteina, en los extractos de cada muestra se agregd
tampdn de carga y se llevaron a ebullicion durante 5 a 10 minutos. La ebullicién en presencia de SDS
y B-mercaptoetanol permite acelerar la desnaturalizacién de proteinas. El grado de retencidn vy
avance de las proteinas durante la electroforesis depende de la cantidad de acrilamida empleada en
la realizacion del gel. De esta manera, geles con elevadas concentraciones de acrilamida (superior al
15 %) retrasan la migracion de las proteinas favoreciendo la correcta separacion de las proteinas mas

pequefias. Los pasos para realizar la electroforesis fueron los siguientes:
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Preparacion de las muestras
1. Depositar 80 pg de proteina de la muestra en un tubo eppendorf.
2. Agregar tampdn de carga de proteina (4 X) a la muestra.

3. Hervir la muestra introduciendo el tubo con la mezcla en un termociclador a 95 °C durante 5

minutos.

Tampon de carga de proteina 4 X

Reactivo

Tris HCL pH 6,8 0,25 M
SDS 8%
Glicerol* 40 %
B-mercaptoetanol 20 %
Azul de bromofenol? 0,04 %

1 . . .
El glicerol proporciona densidad a las muestras.

2 . . . L4
El colorante permite visualizar el frente electroforético.

Preparacion del gel

La técnica SDS-PAGE se desarrolla verticalmente en un gel que consta de una zona superior
correspondiente al gel apilador y una inferior de gel separador, ambas presentan diferente porosidad
y pH. La parte superior del gel estd constituida por el gel apilador, presenta una proporcién de
acrilamida del 5 %. La funcién del gel apilador es alinear la entrada de las proteinas antes de ser
separadas. El alineamiento de las proteinas se produce en la interfase entre el gel separador y el gel

apilador, debido a la diferencia de pH entre ellos.

Soluciones Gel separador 10 % de acrilamida  Gel apilador 4 % de acrilamida
Acrilamida/bisacrilamida 3,3 ml 1,3 ml

Tampodn Al - 2,5 ml

Tampdn B2 2,5 ml -

SDS al 10 % 100 pl 100 pl

Persulfato amonico® al 10 % 75 ul 75 ul

TEMED* 7,5 pl 6 ul

H,O 4 ml 6 ml

ris HCI 0,5 M, pH 6,8

>Tris HCI 1,5 M, pH 8,8

? Persulfato aménico acttia como polimerizador de acrilamida

* TEMED cataliza la polimerizacidn, se agrega al final de la mezcla.
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La parte inferior del gel constituida por el gel separador, contiene un 10 % de acrilamida. Esta
concentracién de acrilamida genera un tamafio de poro mds pequefo, permitiendo la separacién de

las proteinas en funcién de su tamafo molecular.

Electroforesis

Para identificar los pesos moleculares de las proteinas, es necesario cargar en un carril
adicional al de las muestras un marcador con pesos moleculares conocidos. En esta tesis se utilizé el
marcador Spectra multicolor broad range Protein Ladder (Life Technologies). La electroforesis se
realizd a temperatura ambiente y a un amperaje de 20 mA por gel. En términos generales, el proceso

se finaliza cuando el frente electroforético llega a la parte inferior del gel.

Tampon de electroforesis

Solucion Concentracion
Tris HCl pH 8.3 0,025 M
Glicina 0,192 M

SDS 0,1%

3.13.3 Transferencia de proteina a membrana

Las proteinas son transferidas a una membrana de PVDF por electroelucién a 90 V durante 2

horas en tampdn de transferencia.

Protocolo:

1. Descartar la parte apiladora del gel y disponer la parte separadora sobre un rectangulo de
papel Whatman (Schleicher & Schuell, England), previamente humedecido en tampdn de
transferencia de proteinas. situarlo encima de una esponja rectangular sobre el cassette de

transferencia (Biorad).

Tampon de transferencia de proteinas

Solucion Concentracion
Tris HCI 0,025 M
Glicina 0,192 M
Metanol 20%
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2. Cortar un trozo rectangular de membrana de transferencia y humedecerla en metanol al 100 %
durante 10 segundos. Posteriormente la membrana debe ser lavada en agua destilada durante
5 minutos y finalmente ponerla en tampdn de transferencia de proteinas durante 10 minutos.

3. Colocar la membrana en la que las proteinas seran transferidas sobre el gel separador. Un
segundo rectangulo de papel Whatman se coloca sobre la membrana, y sobre este una
esponja. En este paso es importante eliminar las burbujas de aire entre el gel y las diferentes
membranas y papeles de filtro.

4. Cerrar el cassette e introducirlo en la cubeta de transferencia. Aplicar un voltaje de 90 V
durante 2 horas manteniendo la temperatura a 4 °C.

5. Finalmente, realizar la tincién del gel con azul de Comassie a fin de comprobar que el proceso
de transferencia de proteinas se ha realizado correctamente. Para ello se debe incubar el gel
en solucion de tincion durante 30 minutos. Posteriormente utilizando la solucién de lavado
eliminar la coloracién inespecifica. Finalmente el gel debe ser secado con ayuda de una bomba
de vacio a 70 °C durante 3 horas.

Solucidn de tincidn de proteinas Solucién de lavado

Solucion Concentracion Solucién Concentracion
Metanol 40 % Metanol 40 %
Acido acético glacial 7% Acido acético glacial 7 %
Azul Comassie 0,025 %

3.13.4 Bloqueo de la membrana

El proceso de bloqueo tiene como finalidad reducir el ruido de fondo durante la

inmunodeteccién. Para ello la membrana se coloca en agitacidn, durante 1 hora a temperatura

ambiente junto con 50 ml de solucién de bloqueo. Posteriormente, la membrana se lava en tampén

TBS-T durante 5 minutos.

Solucién de bloqueo TBS1X
Solucion Concentracion Solucion Concentracion
Tween 0,1% Tris HCl pH 7,5 50 mM
Leche en polvo NaCl 150 mM
5%
descremada
TBS 1X
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3.13.5 Inmunodeteccion

Para efectuar la inmunodeteccion, se han seguido las pautas descritas por el proveedor del kit

InmunStar HRP Subtrate (Bio-Rad). La técnica se basa en la incubacién de la membrana con dos

anticuerpos. El anticuerpo primario es una inmunoglobulina G (IgG) que se encarga de reconocer la

proteina de interés. El anticuerpo secundario es un anti-IgG, que reconoce al anticuerpo primario y

lleva asociado la enzima peroxidasa. Esta enzima es la responsable de catalizar la oxidacion del

luminol en medio alcalino, provocando la formacién de quimioluminiscencia, que era captada a

través de un equipo ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare, UK) y cuantificada usando el

software ImagelJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Protocolo:

1. Incubar la membrana en solucidn con el anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C en
agitador orbital.

2. Retirar el anticuerpo primario (la solucién se conserva a -20 °C para ser reutilizada en
experimentos posteriores) y efectuar 3 lavados de la membrana durante 10 minutos con 50 ml
de solucién de lavado.

3. Incubar la membrana con anticuerpo secundario durante 1 hora en agitacién continua a
temperatura ambiente.

4. Retirar el anticuerpo secundario y efectuar 3 lavados durante 10 minutos con 50 ml de
solucién de lavado.

5. Preparar la solucion de deteccién. Para ello, se mezclan a partes iguales la solucion
Luminol/Enhancer y el tampdn de la peroxidasa. Posteriormente la membrana es incubada en
la solucidn de deteccién durante 5 minutos, a temperatura ambiente.

6. Se retira el exceso de solucién y la membrana se introduce en una bolsa de plastico, se expone
y revela durante un maximo de 45 minutos.

Solucién de dilucién de anticuerpo Solucién de lavado
Solucién Concentracion Solucién Concentracién
Leche en polvo 5 9 TBS 1X
(o)
descremada Tween 20 0,1%
TBS 1X
Tween 20 0,1%
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Anticuerpos utilizados
Proteina ribosomal S6: (Cell Signaling Technology #2217). Anticuerpo monoclonal de conejo.

Proteina ribosomal S6 fosforilada (S6-P): (Cell Signaling Technology #2215). Anticuerpo policlonal de

conejo, dirigido contra los aminoacidos Ser240 y Ser244 de la proteina ribosomal S6 humana.

AKT: (Cell Signaling Technology #9272). Anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra la secuencia

carboxi-terminal de Akt de ratén.

AKT fosforilado (AKT-p): (Cell Signaling Technology #9271). Anticuerpo policlonal de conejo dirigido

contra el aminodacido Ser473 de Akt de ratdn.

Anticuerpo secundario: (Cell Signaling Technology #7074). Anticuerpo IgG anti conejo purificado a

partir de cabra.
3.14 ANALISIS TRANSCRIPTOMICO

Con la finalidad de identificar genes que resulten dianas potenciales para ser utilizados como
biomarcadores en la modulacién y deteccién de crecimiento del musculo esquelético de S. aurata se
realizd un analisis transcriptomico mediante la secuenciacidn 454 de bibliotecas de cDNA obtenidas a
partir de muestras de tejido de juveniles de dorada en ayuno durante 23 dias y de alimentados con
las dietas correspondientes al experimento 1 (apartado 3.4) durante el mismo periodo de tiempo. Las
dietas utilizadas diferian ampliamente en su composiciéon de macronutrientes, para tener una
maxima representacion, abundancia y diversidad de transcritos de interés para estudios nutricionales

en dorada.

Se obtuvieron muestras de musculo esquelético e higado de seis peces procedentes de cada
uno de los grupos de doradas alimentadas y de 8 peces que permanecieron en situacion de ayuno. El
RNA total de cada muestra fue aislado como se indica en el apartado 3.12 y mezclado conjuntamente
(cada tejido de manera independiente) para obtener un pool. Con el propdsito de sintetizar cDNA de
doble cadena a partir del RNA total aislado, se utilizd el kit MINT-Universal cDNA synthesis kit
(Evrogen, Moscu, Rusia), siguiendo las instrucciones del fabricante. La tecnologia utilizada por este
método genera copias completas de cDNA de doble cadena a partir de los RNAs originales, con una

secuencia adaptadora adicional presente en los extremos.

Dado que las bibliotecas de cDNA no normalizadas son generalmente deficientes en transcritos
poco abundantes, a fin de proporcionar una base de datos de secuencias EST de amplia cobertura

con la maxima representacién posible de cDNA e incrementar la presencia de transcritos poco
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frecuentes, las bibliotecas de cDNA fueron normalizadas antes de proceder a su secuenciacién. La
normalizacién de las bibliotecas se realizé utilizando TRIMMER cDNA normalization kit (Evrogen,
Moscu, Rusia). La metodologia aplicada en este kit ha sido desarrollada especificamente para la

normalizacién de secuencias largas de cDNA, desde 0,5 a 4,5 kb.

Se llevaron a cabo dos procesos de secuenciacion (run 1y run 2) para cada tejido de manera
independiente en el CCiTUB. El run 1 presentd una cobertura de secuenciacidn limitada en cuanto a
numero total de lecturas y al tamafio de secuencias obtenidas, situacién que obligé a realizar un
segundo run (run 2), con el fin de mejorar y ampliar la cantidad de datos transcriptémicos. En el caso
del run 1 se utilizé una versién nueva del kit, que no habia sido previamente utilizada en el CCiTUB,
que no dio el resultado esperado. En el run 2, el tratamiento de las muestras de RNA fue realizado
utilizando una versidn anterior del kit, mediante un protocolo utilizado previamente de manera
exitosa en el CCiTUB. Esto fue la causa de la limitada cobertura de datos transcriptdmicos obtenidos
en el run 1. Sin embargo a pesar de presentar una cobertura limitada, la calidad de los datos
obtenidos en el run 1 permitid su uso y andlisis en conjunto con los datos del run 2, que presentaron

mayor calidad y cantidad de datos.

La secuenciacién de la biblioteca de cDNA se llevd a cabo mediante la utilizacién de la
plataforma 454 Genome Sequencer FLX System (Roche). La secuenciacién se realizd por el método de
pirosecuenciacion. Para ello, la biblioteca de cDNA normalizada se fracciond en pequefios
fragmentos, entre 300 y 800 bp, a los que se ligaron adaptadores especificos en los extremos 3'y 5/,
para su posterior utilizacién en las etapas de purificacion, amplificacion y secuenciacion. El paquete
informatico del Genome Sequencer FLX System permite determinar simultdneamente mas de 106

secuencias individuales, con un promedio de 400 pb, en 10 horas.

3.14.1 Ensamblado de secuencias y anotacion

Los datos crudos obtenidos de la secuenciacién fueron procesados y ensamblados utilizando el
software GS de novo Assembler (Roche). Ademds, mediante la utilizacién del software Cutadap
(Martin, 2011) fueron eliminadas secuencias sin sentido y los adaptadores utilizados en la etapa de
normalizacidn. Tres ensamblados de secuencias fueron realizados: uno para los datos de secuencias
de musculo esquelético, otro para higado y un tercer ensamblado utilizando en conjunto los datos
transcriptomicos de higado y musculo esquelético (ensamblado incrementado que denominamos
hibrido). La anotacion génica de secuencias Unicas de los tres ensamblados fue realizada mediante la
comparacion con secuencias EST disponibles en bases de datos publicas utilizando las herramientas
bioinformaticas MegaBlast y Blastn utilizando el software GPRO (Futami et al., 2011) con un umbral

de significancia en el valor esperado (E-value) < le-4. Los nombres y las funciones propias de los
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genes fueron asignados a cada secuencia en base a la puntuacién obtenida entre los 10 mejores

emparejamientos del alineamiento Blast.

Con el fin de explorar y comprender la funcionalidad de las secuencias ensambladas, se realizo
un analisis GO (Ashburner et al., 2000), que tiene por finalidad agrupar los genes de acuerdo a sus
atributos mediante la representacion de tres conceptos claves en la biologia molecular: funcion del
gen en procesos biolégicos, funcién molecular de los productos génicos, asi como también la
localizacién de estos en componentes celulares. La anotacion de cada secuencia fue realizada
utilizando el software GPRO (Futami et al., 2011). Por otra parte, para determinar las diferentes rutas
metabdlicas asociadas a los conjuntos de genes se utilizd la base de datos KEGG, recurso util para
obtener datos relacionados con rutas enzimaticas, asi como procesos quimicos y biolégicos que

sirven para entender las interacciones moleculares dentro de un sistema bioldgico.

3.14.2 Aplicacidn y validacién del analisis transcriptémico

Para validar la utilidad de la informacion gendmica obtenida mediante el andlisis
transcriptomico, se disefiaron oligonucledtidos sentido y antisentido para realizar un andlisis de
expresion (RT-gPCR) sobre genes implicados en la cadena de transportes de electrones y la

fosforilacidn oxidativa, mayoritariamente no descritos para dorada en las bases de datos.

3.15 MICROARRAYS

Para analizar la expresion diferencial de genes en musculo esquelético de juveniles de S.
aurata alimentados con dietas que difieren en la composicién de nutrientes e identificar genes con
potencial uso como biomarcadores en la modulacién y crecimiento del musculo esquelético, se llevd

a cabo un andlisis de gendmica funcional mediante el uso de microarrays.

El andlisis por microarrays es una tecnologia de alto rendimiento que permite analizar los
niveles de expresion de miles de genes de manera simultdnea. Este método es especialmente
adecuado para la identificacidn y el analisis de genes cuyo nivel de expresién difiera entre muestras
procedentes de condiciones experimentales diferentes. Los datos transcriptomicos obtenidos
previamente para dorada fueron utilizados para disefiar microarrays de oligonucleétidos con el fin de

identificar y posteriormente validar por RT-qPCR posibles genes candidatos biomarcadores.

3.15.1 Construccion, hibridacién y analisis de microarrays

La construccién, hibridacién y normalizacion de los datos de los microarrays presentados en
esta tesis doctoral fueron llevados a cabo por la empresa Bioarray S.L. (Elche, Alicante). Para

maximizar la abundancia y diversidad de transcritos representados, se disefiaron microarrays de
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oligonucleétidos especificos de S. aurata a partir de las secuencias EST obtenidas del andlisis
transcriptomico resultante de la secuenciacién 454 de bibliotecas de cDNA normalizadas. El formato
de los microarrays para imprimir el nUmero adecuado de sondas fue en portaobjetos 8 x 60k de
disefo personalizado (Agilent, ID 068650) para analisis de dos colores. Este formato de microchip
contiene 8 matrices por 60.000 funciones (60.000 puntos de sonda y un numero de lugares
reservados para el control de calidad interno) para permitir la identificacidon y cuantificacion de la
expresion diferencial de genes de 16 muestras. La construccion de los microarrays se realizd
utilizando la plataforma eArray (Agilent Technologies), con 3 sondas de 60 nucleétidos para cada una
de las anotaciones correspondientes al transcriptoma incrementado (hibrido de musculo esquelético

e higado) obtenido para dorada (apartado 3.14).

Para cada ensayo de microarrays, el RNA total obtenido de cada uno de los grupos de doradas
en estudio se utilizdé para producir RNA complementario (cRNA) marcado con cianina. La sintesis y
marcaje fluorescente del cRNA con C-y-3 o C-y-5 se realizo utilizando el Quick Amp Labeling Kit, two-
color (Agilent Technologies). El andlisis de microarrays se llevé a cabo mediante la comparacién de
intensidades de fluorescencia entre las dietas suministradas a las doradas. Para ello, se analizaron 4
grupos o condiciones de mantenimiento (doradas alimentadas con tres dietas experimentales; HL'LS,
MPH'LE y L°L'H més la condicién de ayuno; n = 4) (Figura 16). El RNA marcado se combiné e hibridé
en un mismo microarray (Slide de 8 X 60K). Se monitorizaron las sefiales fluorescentes (-Cy3- y -Cy5-)
y se determinaron los genes que se expresaron de manera diferencial entre muestras de condiciones
diferentes (las intensidades relativas de las sefiales de color en los puntos individuales son

proporcionales a la cantidad de transcritos especificos en cada muestra).

HoLYLS G MPH'LC

T 1T I

h

—
Ayuno L"LHC

Figura 16. Esquema que representa el disefio experimental directo, utilizado para el analisis de microarrays
mediante la hibridacién de muestras de mRNA correspondiente a las diferentes condiciones de alimentacién y
ayuno en juveniles de dorada (representadas dentro de cada cuadro). Flechas, representan la hibridacion entre
dos muestras de mRNA. La cola de la flecha indica la muestra marcada con Cy3 (verde) y la punta de flecha

indica la muestra marcada con Cy5 (rojo).
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Una normalizacion cuidadosa de los datos de fluorescencia con estdndares internos y genes de
expresion constitutiva fue realizada para obtener resultados precisos y reproducibles. La lectura de
las intensidades de fluorescencia del microarray se efectué en dos canales (para detectar marcajes
con -Cy3- y -Cy5-), utilizando un escaner laser confocal. Dos canales de imagenes en formato TIFF
fueron analizados informaticamente con Feature Extraction (Agilent Technologies). Los datos se
normalizaron en cuanto a la intensidad de las sefales fluorescentes e interferencias por marcaje
reciproco. El andlisis bioinformatico de los datos se llevd a cabo utilizando el paquete informatico

Bioconductor (Luo y Brouwer, 2013) aplicado en el entorno R.

3.15.2 Andlisis Funcional

Los genes expresados diferencialmente en los microarrays fueron utilizados para realizar un
analisis funcional de GO. La finalidad de este analisis, asi como el software bioinformatico utilizado,

se describe en el apartado (3.12.1).

En el analisis de ontologia se consideraron los genes diferencialmente expresados, filtrados
con un valor P ajustado al 0,05. Se consideraron los términos GO que presentaron al menos 10 genes

descritos.

3.15.3 Validacion de genes

Aquellos genes que mostraron de manera significativa una regulacién de la expresion al alza o
a la baja en los peces alimentados con las dietas utilizadas y en condiciones de ayuno, fueron
considerados genes candidatos potenciales para ser utilizados como biomarcadores de la utilizacién
de los nutrientes de la dieta en peces en cultivo. La validacidn de la expresién diferencial de los genes
gue mostraron potencial interés como biomarcadores nutricionales se llevarad a cabo mediante RT-

qPCR.

3.16 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos experimentales obtenidos fueron analizados estadisticamente utilizando el
programa SPSS 18.0 para Windows (SPSS Inc.) y representados como la media + desviacion estandar.

El nivel de significancia escogido para los diferentes andlisis fue P < 0,05.

Las diferencias estadisticas entre condiciones se analizaron mediante un ANOVA de una via. En
caso de que el ANOVA indicara diferencias significativas entre las diferentes condiciones estudiadas,

estas eran identificadas mediante la aplicacion del test post-hoc de Tukey.
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDIO DEL TRANSCRIPTOMA DE MUSCULO ESQUELETICO DE SPARUS AURATA

Para obtener informacion transcriptomica de musculo esquelético de dorada relevante en el
campo de la nutricién, juveniles de esta especie fueron distribuidos en siete acuarios, con 15-25
peces por acuario. Durante 23 dias, cinco grupos de peces fueron alimentados con las 5 dietas
indicadas en la tabla 2 y en las condiciones descritas en el apartado 3.4 (experimento 1). Las dietas
experimentales fueron seleccionadas para cubrir un rango de macronutrientes por encima y por
debajo de los niveles utilizados en dietas comerciales. Un sexto grupo de peces repartido en dos

acuarios se mantuvo en ayuno durante el mismo periodo de tiempo.

Al término del periodo indicado, los peces fueron sacrificados segun el protocolo descrito en

Materiales y métodos, apartado 3.6, a fin de obtener RNA total de musculo esquelético.
4.1.1 Calidad e integridad del RNA

El RNA utilizado para realizar el analisis transcriptomico fue obtenido mediante la utilizacion
del kit RNeasy?® fibrous tissue Mini Kit (QIAGEN, Sussex, UK), como se indica en el apartado 3.12 de
Materiales y métodos. Se obtuvo un pool de RNA a partir de 1 ug de RNA total de musculo de 6 peces
alimentados con cada una de las cinco dietas utilizadas y de 8 peces en ayuno (experimento 1). La
concentracion y pureza de cada muestra de RNA fue determinada espectrofotométricamente y la
integridad (RIN) del RNA analizada utilizando un Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies). Los
valores obtenidos aparecen indicados en la tabla 5. Con la finalidad de incrementar la fiabilidad del
analisis transcriptdmico, para preparar el pool de RNA se utilizaron solo muestras con un valor de RIN

>9,2. EI RIN del pool de RNA utilizado para realizar el analisis transcriptémico fue de 9,5.

4.1.2 Obtencion de una biblioteca de cDNA, andlisis transcriptémico por pirosecuenciacion 454 FLX

y ensamblado de secuencias

A partir del pool de RNA total de musculo esquelético obtenido de peces en ayuno vy
alimentados con diferentes dietas, se construyd una biblioteca de cDNA por duplicado (un proceso
similar fue realizado para higado). Las bibliotecas obtenidas fueron normalizadas para incrementar la
presencia de transcritos poco frecuentes. Las bibliotecas normalizadas fueron secuenciadas
independientemente (run 1y run 2) utilizando la plataforma GS FLX 454 (Roche). La tabla 6 muestra
un resumen de los resultados correspondientes a la secuenciacidn de las bibliotecas normalizadas

(dos reacciones independientes, una para cada biblioteca correspondiente a cada tejido) de musculo
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esquelético e higado, ademas de una columna correspondiente al ensamblado incrementado

(hibrido que incluye los datos de ambos tejidos).

Tabla 5. Valores de pureza e integridad (RIN) de las muestras de RNA total obtenidas
de musculo esquelético de S. aurata y utilizadas para realizar el analisis

transcriptémico.

Muestra Acuario Dieta [RNA] ng/ul 260/280 260/230 RIN

M1 Acll  ML'HS 212,2 2,10 2,32 10,00
M2 Acll  ML'HS 121,4 2,09 2,08 10,00
M5 Acll  ML'HS 362,1 2,12 2,24 10,00
M7 Acll  MPLHS 352,1 2,13 2,08 10,00
M9 Acll  MPLHS 298,9 1,98 1,59 10,00
M10 Acll  MPLHS 335,4 2,12 2,32 10,00
M1 Ac12  HL4LS 242,9 2,13 2,32 10,00
M2 Ac12  HLULS 208,7 2,15 2,23 10,00
M3 Ac12  HLULS 222,1 2,13 2,24 10,00
M4 Ac12  HLULS 165,2 2,12 0,94 10,00
M5 Ac12  HLULS 218,2 2,15 1,32 9,40
M6 Ac12  HLLS 268,6 2,14 2,17 9,50
M1 Ac13  LPH4S 362,6 2,11 2,10 9,30
M2 Ac13  LPH4S 295,1 2,13 2,29 9,50
M3 Ac13  LPHYLC 389,9 2,12 2,26 9,30
M4 Ac13  LPHYLC 254.6 2,14 223 9,80
M5 Ac13  LPHYLC 213,4 2,13 2,27 9,40
M6 Ac13  LPHYLC 220,4 2,15 1,78 9,30
M1 Ac14  MPH4LS 176,8 2,13 2,15 9,50
M2 Ac14  MPH4LS 244,4 2,13 0,92 9,20
M3 Ac14  MPH4LS 393,0 2,12 2,29 9,30
M4 Ac14  MPH4LS 301,9 2,12 2,28 9,40
M5 Acl4a  MPH'LS 326,6 2,12 2,32 9,30
M6 Acl4a  MPH'LS 163,5 2,13 2,20 10,00
M1 Ac15  LL'HC 246,1 2,13 1,58 9,20
M2 Ac15  LPL'HS 183,9 2,14 1,88 9,20
M3 Ac15  LPL'HS 249,3 2,12 2,27 9,30
M4 Ac15  LPL'HS 536,1 2,08 2,27 9,20
M5 Ac15  LPL'HS 231,6 2,13 2,25 9,70
M6 Ac15  LPL'HC 233,8 2,11 2,20 10,00
M1 Acl6  Ayuno 194,2 2,14 2,27 9,60
M2 Acl6  Ayuno 147,8 2,10 2,23 9,40
M3 Acl6  Ayuno 204,4 2,14 2,24 9,50
M4 Acl6  Ayuno 343,1 2,11 2,32 9,90
M1 Acl7  Ayuno 247,1 2,13 2,28 9,70
M2 Acl7  Ayuno 82,1 2,12 2,20 10,00
M3 Acl7  Ayuno 189,1 2,13 1,86 9,60
M4 Acl7  Ayuno 232,1 2,12 2,22 9,90

En total se obtuvieron 691433 lecturas para musculo esquelético, que corresponden a un total

de 275,9 millones de pares de bases (Mpb) con una secuencia promedio de 187 nucledtidos en el
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run 1 y de 508 nucledtidos en el run 2. En la figura 17 se muestra la distribucion de secuencias

idénticas pertenecientes al run 2, observando 453913 lecturas Unicas que representan practicamente

el total de las lecturas obtenidas. Después de filtrar las secuencias obtenidas tras la eliminacion de

secuencias cebadoras y adaptadoras, se obtuvo un total de 547544 secuencias de elevada calidad,

correspondiendo a un total de 227 Mpb.

Tabla 6. Resumen de los datos de secuenciacién 454

Musculo Higado Hibrido
Musculo +
Run 1 Run 2 Run 1 Run 2 Higado
Ndmero de lecturas 235791 455642 338171 474599 1258933
Numero de pares de bases leidas (pb) 44102714 231837814 89964440 208935014 518890599
Longitud promedio de lecturas (pb) 187 508 266 440 -
Longitud mayor de lectura (pb) 1415 974 1585 1348 -
Longitud menor de lectura (pb) 40 40 40 40 -
Limpieza de secuencias
Numero de lecturas limpiadas 91902 455642 185567 474599 1207710
Numero de bases limpiadas (pb) 15680476 212023255 39586453 187123761 454413945
Ensamblado Run 1+ Run 2 Run1+Run?2
Lecturas ensambladas 383320 389338 1007795
Numero de Singleton 30302 43460 102569
Numero de Contigs 9708 10279 16125
Numero de Isotigs 10599 11545 19530
Numero de Isogroups 9189 10033 15954
Longitud promedio de isotigs 1390 1208 1330
Longuitus promedio de contigs 1281 1138 1237
N50 Contig 1390 1228 1377
N50 /sotig 1491 1315 1536

El ensamblado de las secuencias fue realizado utilizando el software GS de novo Assembler

(Roche). En musculo esquelético, el nimero de lecturas ensambladas fue 383320, generando un total

de 40010 secuencias Unicas las cuales comprendieron 9708 contigs y 30302 singletons. La N50

(longitud en pares de bases para la que el conjunto de secuencias ensambladas de longitud igual o

superior corresponde, al menos, a la mitad de la suma total de pares de bases ensambladas) de los

contigs e isotigs fue de 1390 y 1491 pb, respectivamente. Por otra parte, el 45 % de las secuencias

ensambladas presentaron un tamafio comprendido entre 400 y 1000 pb, mientras que las secuencias

superiores a 1000 pb representaron el 48 % (Figura 18).
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Figura 17. Distribucién de secuencias idénticas obtenidas mediante secuenciacién 454 para musculo
esquelético de S. aqurata.
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Figura 18. Distribucion de longitud de las secuencias de musculo esquelético de S. aurata después de realizar el

ensamblado.

4.1.3 Ontologia génica

La GO es ampliamente utilizada para clasificar los productos génicos y estandarizar su
representacion a través de diferentes especies. Los productos génicos se clasifican en funcién de tres

criterios bioldgicos: funcidn molecular, procesos bioldgicos y componentes o localizacidn subcelular.
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Para realizar la clasificacion ontoldgica del transcriptoma de musculo esquelético de dorada,
las anotaciones ensambladas fueron analizados con el software GPRO (Futami et al., 2011). En total,
4799 anotaciones fueron asignadas a una categoria GO, lo que representa un 34,99 % del total de las
anotaciones ensambladas. La figura 19 resume el nUmero de anotaciones o términos ontoldgicos en

funcién de su asociacidn a procesos biolégicos, funciones moleculares y componentes celulares.

Las anotaciones que incluyen los procesos biolégicos fueron mas abundantes para procesos de
oxidacion-reduccién (GO: 0055114) (33 %), ciclo celular (GO: 0007049) (10 %), procesos de desarrollo
en organismos multicelulares (GO: 0007275) (9 %) y divisidn celular (GO: 0051301) (7 %) (Figura 19A).

Los términos ontoldgicos mas representativos que describen las funciones moleculares fueron:
unidn a proteinas (GO: 0005515) (25 %), union a nucleétidos (GO: 0000166) (15 %), actividad
hidrolasa (GO: 0016787) (12 %) y actividad transferasa (GO: 0016740) (12 %) (Figura 19B).
Finalmente, los términos GO correspondientes a presencia en componentes celulares fueron:
Componentes de membrana (GO: 001620), componentes intracelulares (GO: 0005622), componente

de membrana plasmatica (GO: 0005886) y espacio extracelular (GO: 0005615) (Figura 19C).
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Figura 19. Clasificaciéon funcional de las secuencias ensambladas basadas en términos (GO). (A) Procesos

bioldgicos, (B) funciones moleculares y (C) componentes celulares.

Para anotar las secuencias del transcriptoma de musculo esquelético de dorada, se realizé un

andlisis de distribucion de especies utilizando las secuencias de las bases de datos y la herramienta

BLASTn. La especie con mayor nimero de secuencias en las bases de datos que presentan elevada

homologia con las del transcriptoma de musculo de dorada es Oreochromis niloticus, que contiene

hasta un 29 % de las secuencias anotadas. La segunda especie con mayor representatividad en la

92



comparacion fue Haplochromis burtoni (14 %), y posteriormente aparecen Maylandia cebra (12 %),

Pundamilia nyererei (9 %) y Takifugu rubripes (8 %) (Figura 20).

El 16,5 % de las secuencias transcriptomicas fueron anotadas en base a secuencias de 30
especies de peces teledsteos. De estas, solo un 1,24 % lo han sido en base a secuencias anotadas por
homologia con datos de S.aurata presentes en las bases de datos, lo que es reflejo de la escasez de
datos gendmicos para esta especie en las bases de datos publicas. Por otra parte, los resultados
indican, como era de esperar, la existencia de un alto grado de conservacién filogenética de los genes

de S. aurata al compararlos con los correspondientes de otras especies de peces.
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Figura 20. Distribucién de especies en base a las secuencias de las bases de datos y la herramienta BLASTn para

anotar las secuencias del transcriptoma de musculo esquelético de dorada.

4.1.4 Rutas metabdlicas KEGG

La utilizaciéon del software GPRO nos permitid asociar las secuencias transcriptomicas
obtenidas mediante la plataforma 454 con cddigos de enzimas (EC). Las secuencias transcriptomicas
con EC se asociaron a rutas metabdlicas utilizando la base de datos KEGG-PATHWAY (Kanehisa,

1997). Esta base de datos clasifica las enzimas en siete grupos principales, que a su vez presentan
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subgrupos o subcategorias. En la tabla 7 se indican los diferentes grupos asociados a las rutas
metabdlicas en las que participan secuencias de genes identificadas en el andlisis transcriptomico. Se
encontraron elementos correspondientes a cuatro categorias basicas: metabolismo, procesamiento
de la informacidn genética, procesamiento de la informacion ambiental y sistemas de organismos.
Un total de 728 secuencias fueron asignadas a 73 rutas metabdlicas pertenecientes a las cuatro
categorias principales anteriormente mencionadas. Del total de 145 secuencias clasificadas en la
subcategoria del metabolismo de nucledtidos, 132 fueron asignadas al metabolismo de purinas. Por
otra parte, fue posible identificar 139 secuencias correspondientes a genes implicados en rutas
relacionadas con el metabolismo de carbohidratos. De éstas, 41 secuencias tienen relacién con genes
de las vias de glucélisis-gluconeogénesis. EI metabolismo de aminodacidos fue el tercer grupo con
mayor representacion de secuencias relacionadas, 109 secuencias. Entre las rutas del metabolismo
de aminoacidos destacan las del metabolismo de la glicina, serina y treonina, cisteina y metionina asi

como también el metabolismo de alanina, aspartato y glutamato.

La diversidad y variedad de rutas metabdlicas identificadas (Tabla 7) se puede explicar en base
a las diferentes condiciones de alimentacién y mantenimiento de los peces a partir de los cuales se
obtuvo el RNA utilizado en este estudio: dietas de composicién muy diferentes y condiciones

nutricionales diferentes (peces alimentados y en ayuno).

Tabla 7. Rutas metabdlicas representadas en el transcriptoma de musculo esquelético de S. aurata

mediante anélisis KEGG

Numero de

KEGG Categorias representadas .
secuencias anotadas

METABOLISM

Amino acid metabolism

Alanine, aspartate and glutamate metabolism 15
Glycine, serine and threonine metabolism 23
Cysteine and methionine metabolism 18
Valine, leucine and isoleucine degradation 5
Lysine degradation 7
Arginine and proline metabolism 13
Histidine metabolism 3
Tyrosine metabolism 3
Tryptophan metabolism 6
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 2
Phenylalanine metabolism 14
Carbohydrate metabolism

Glycolysis / Gluconeogenesis 41
Citrate cycle (TCA cycle) 17
Pentose phosphate pathway 15
Fructose and mannose metabolism 8
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Pentose and glucuronate interconversions
Galactose metabolism

Ascorbate and aldarate metabolism
Starch and sucrose metabolism

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
Pyruvate metabolism

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism
Inositol phosphate metabolism

Energy metabolism

Oxidative phosphorylation

Photosynthesis

Methane metabolism

Nitrogen metabolism

Sulfur metabolism

Lipid metabolism

Fatty acid biosynthesis

Fatty acid degradation

Fatty acid elongation

Synthesis and degradation of ketone bodies
Cutin, suberine and wax biosynthesis
Steroid biosynthesis

Steroid degradation

Steroid hormone biosynthesis

Glycerolipid metabolism
Glycerophospholipid metabolism

Ether lipid metabolism

Sphingolipid metabolism

Arachidonic acid metabolism

Linoleic acid metabolism

Biosynthesis of unsaturated fatty acids
Primary bile acid biosynthesis

Nucleotide metabolism

Purine metabolism

Pyrimidine metabolism

Metabolism of other amino acids

Taurine and hypotaurine metabolism
Selenocompound metabolism

Glutathione metabolism

beta-Alanine metabolism

Glycan biosynthesis and metabolism
N-Glycan biosynthesis

Various types of N-glycan biosynthesis
Glycosaminoglycan degradation
Glycosphingolipid biosynthesis - ganglio series
Glycosphingolipid biosynthesis - globo series
Other glycan degradation
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Metabolism of cofactors and vitamins
Riboflavin metabolism

Thiamine metabolism

Vitamin B6 metabolism

Pantothenate and CoA biosynthesis
Biotin metabolism

Folate biosynthesis

One carbon pool by folate

Retinol metabolism
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Porphyrin and chlorophyll metabolism
Ubiquinone and other terpenoid-quinone
biosynthesis 2

Lipoic acid metabolism 1

Xenobiotics biodegradation and metabolism

Aminobenzoate degradation 12

Bisphenol degradation 2

Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 2

Drug metabolism - other enzymes 9

Metabolism of terpenoids and polyketides

Terpenoid backbone biosynthesis

Sesquiterpenoid and triterpenoid biosynthesis 1

Biosynthesis of other secondary metabolites

Streptomycin biosynthesis 1
GENETIC INFORMATION PROCESSING

Translation

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 28
ENVIRONMENTAL INFORMATION PROCESSING

Signal transduction

mTOR signaling pathway 9

Phosphatidylinositol signaling system 4
ORGANISMAL SYSTEMS

Immune system

T cell receptor signaling pathway 41

4.2 EFECTO DEL AYUNO Y LA COMPOSICION DE LA DIETA SOBRE LA EXPRESION DE GENES
IMPLICADOS EN LA CADENA DE TRANSPORTE ELECTRONICO Y FOSFORILACION OXIDATIVA EN
MUSCULO ESQUELETICO DE DORADA

Con el fin de corroborar y validar los datos obtenidos en la secuenciacién 454, muestras de
RNA de dorada expuestas durante 23 dias a ayuno o alimentacién con las dietas H'L'LS, MPH'L  y
LPL'HS, fueron utilizadas para analizar mediante RT-gPCR la expresion de genes relacionados con la
cadena de transporte de electrones, la fosforilacion oxidativa y la translocacion de ATP desde la

matriz mitocondrial al espacio intermembrana-citosol. Los genes cuya expresién fue analizada
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fueron: subunidad 8 del subcomplejo NADH deshidrogenasa 1B, coenzima Q10 (CoQ10), citocromo
b-c1 subunidad 10-/ike isoforma 2, citocromo C oxidasa subunidad 5B, caja de unién a ATP subfamilia
G, miembro 2 isoforma X1, ATP sintasa subunidad B y ADP/ATP translocasa 3-like. Para ninguno de
estos genes se disponia de informacion transcriptdmica previa para S. aurata. En las bases de datos.
Los oligonucleédtidos utilizados para el analisis mediante RT-gPCR fueron disefiados en base a las

secuencias correspondientes al transcriptoma hibrido obtenido para dorada.

Los resultados de nuestros estudios indican diferencias significativas en la expresidn de la
mayoria de los genes relacionados con la cadena respiratoria en funcién del estado nutricional y la
composicion de la dieta. Tras 23 dias de tratamiento, los niveles de expresidn para el gen que
codifica la subunidad 8 del subcomplejo NADH deshidrogenasa 1B (del complejo | de la cadena
respiratoria) fueron similares entre las diferentes condiciones de alimentacion (Figura 21A). Por el
contrario, los niveles de expresion de mRNA del citocromo b-cl subunidad 10-like isoforma 2,
perteneciente al complejo Ill, y la citocromo C oxidasa subunidad 5B, perteneciente al complejo 1V,
mostraron un aumento significativo en condicién de ayuno (Figura 21B y C). No se detectaron
diferencias significativas en la expresién de la ATP sintasa subunidad B (complejo V) entre los

diferentes tratamientos (Figura 21D).

En cuanto a la expresidn de genes relacionados con proteinas implicadas en la regulacion de la
permeabilidad mitocondrial, la expresidn del gen que codifica a la proteina ADP/ATP translocasa 3-
like mostré una tendencia a aumentar en musculo de peces alimentados con la dieta M H'LS, aunque
los valores de expresidn observados en peces en ayuno y alimentados con las diferentes dietas
durante el mismo periodo no mostraron diferencias significativas (Figura 21E). La expresién
correspondiente al gen que codifica para la caja de unién a ATP subfamilia G, miembro 2 isoforma X1,
fue significativamente mas elevada en peces sometidos a ayuno y alimentados con la dieta de bajo
contenido en proteina y alto en carbohidratos (L°L"H) en comparacién con los peces alimentados
con las dietas H'L'LS y MPH'LS, observando un incremento en la expresion génica de 4 y 1,8 veces en
los peces en ayuno respecto a las condiciones de alimentacién mencionadas (Figura 21F). Por otra
parte, la expresién de CoQ10 disminuyd en ayuno respecto a la alimentacién con una dieta rica en
proteinas, observandose valores de expresién 2,6 veces inferiores en comparaciéon con los
observados en los peces alimentados con la dieta HL'L". Sin embargo, no se apreciaron diferencias
significativas al realizar el analisis comparativo entre el efecto de las dietas MPH'LS, L"L'"H®y el ayuno

(Figura 21G).
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Figura 21. Niveles de mRNA de genes de la fosforilacidon oxidativa y el transporte de ATP. (A) subunidad 8
del subcomplejo NADH deshidrogenasa 1B, (B) citocromo b-c1 subunidad 10-/ike isoforma 2, (C) citocromo
C oxidasa subunidad 5B, (D) ATP sintasa subunidad B, (E) ADP/ATP translocasa 3-like, (F) caja de unién a
ATP subfamilia G, miembro 2 isoforma X1, (G) CoQ10. Se determinaron mediante RT-gPCR los niveles de
mRNA de los diferentes genes en estudio en relacién a los niveles de RNA ribosomal 18S. Los valores
corresponden a la media + Desviacion estandar (DE) de las determinaciones en musculo esquelético (4 a 6

peces). Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05). u.a.: unidades arbitrarias.
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4.3. EFECTO DE LA COMPOSICION DE LA DIETA SOBRE EL METABOLISMO INTERMEDIARIO EN
MUSCULO ESQUELETICO DE DORADA

4.3.1. Metabolitos en suero y musculo esquelético

El nivel de glicemia en juveniles de dorada alimentados durante 23 dias con la dieta de alto
contenido en carbohidratos (dieta L°L'"H®) fue significativamente superior al de los peces alimentados
con la dieta H'L'L® 0 mantenidos en ayuno (Figura 22A). Sin embargo, no se establecieron diferencias
significativas entre los valores obtenidos con las dietas experimentales MPH'LS, MPL'H y L’H'LS, que
mostraron niveles intermedios entre los peces alimentados con la dieta L"L'H® y los alimentados con
la dieta HL'L. Por otra parte, en ayuno los valores de glicemia fueron significativamente mas bajos

que los observados en peces alimentados.

Con respecto a los triglicéridos en suero, en la figura 22B se puede observar que los valores
fueron mds elevados en los peces alimentados con la dieta MPLHE, llegando a ser 1,3; 1y 0,5 veces

. . . Py L4C Pyt C Py C
superiores a los detectados en los peces alimentados con las dietas L'LH, L'HL, MHL,
respectivamente, y similares a los observados en peces alimentados con la dieta HL'L. Los niveles
mas bajos correspondieron a los peces sometidos a ayuno, asi como a los alimentados con las dietas
LL"H L°H'LS. EI contenido de glucdgeno en musculo, de las doradas alimentadas con las diferentes
dietas en estudio, fue similar en todas las condiciones de alimentacién, siendo en promedio 2,7 veces

superior al de los peces mantenidos en ayuno (Figura 22C).
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4.3.2. Efecto de la composicion de la dieta sobre la actividad de enzimas que participan en el

metabolismo intermediario en musculo esquelético de S. aurata

En relacién a las enzimas implicadas en la glucdlisis, la actividad PK no mostré diferencias
significativas en musculo de peces alimentados con las cinco dietas experimentales (Experimento 1),
si bien se observd una tendencia al alza en peces a los que se suministrd la dieta con una proporcién
de carbohidratos mas elevada (M°L'H®) (Figura 23A). De manera similar, los valores de actividad PFK-
1 fueron similares en todas las condiciones de alimentacién (Figura 23B). Las doradas sometidas a
ayuno mostraron valores de actividad PFK-1 0,5 veces mas bajos que los observados en las doradas

sometidas a alimentacion con diferentes dietas.

En relacion al metabolismo de aminoacidos, ALT mostrd valores de actividad mas elevados en
los peces alimentados con la dieta de alto contenido lipidico (L"H'L) que en los alimentados con las
otras dietas y que en los sometidos a ayuno (Figura 23C). Un comportamiento similar se observo para
la actividad AST. Los valores de AST mas elevados, como en el caso de ALT, correspondieron a peces
alimentados con la dieta L°H'LS, si bien valores similares se observaron también en musculo de los
peces alimentados con la dieta L'L'"H® y en los peces en ayuno (Figura 23D). La actividad
correspondiente a la enzima GDH fue similar en los peces sometidos a los diferentes tratamientos de
alimentacion. Los valores mas elevados correspondieron a los peces alimentados con la dieta L"H'L y
son significativamente diferentes de los observados en peces en ayuno, que mostraron los valores

mas bajos (Figura 23E).

En cuanto a las actividades de las enzimas implicadas en la via de las pentosas fosfato, la
actividad de la enzima G6PD mostro valores 0,5 y 0,63 veces menores en los peces en ayuno respecto
a los valores detectados en los peces alimentados con las dietas MPL'HC y L°H'L® (Figura 13G). La

actividad 6PGD no se vio afectada por la composicidn de la dieta ni el estado nutricional (Figura 23F).

Las actividades de la enzima gluconeogénica FBPasa observada en doradas alimentadas con las

diferentes dietas experimentales, fueron similares a las obtenidas para los peces en ayuno.
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Figura 23. Efecto de la composicién de la dieta y el ayuno en las actividades enzimaticas: (A) PK, (B)
PFK-1, (C) ALT, (D) AST, (E) GDH, (F) 6PGD, (G) G6PD, (H) FBPasa de musculo esquelético de juveniles
de dorada. Los valores de actividad expresadas en U/g corresponden a la media + DE determinada en
musculo de 7-10 peces. Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05) entre las

diferentes condiciones.
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4.4 EFECTO DE LA COMPOSICION DE LA DIETA SOBRE EL APROVECHAMIENTO, DIGESTIBILIDAD E
INGESTA DE NUTRIENTES

En un segundo experimento (experimento 2, apartado 3.5 de Materiales y métodos), los peces
se alimentaron durante 37 dias con las dietas H'L'LS, MH"LS y L°L'H® (tabla 2) con el fin de determinar
los valores de aprovechamiento y digestibilidad de las dietas y determinar los pardmetros de

crecimiento de los peces.
4.4.1 Crecimiento y eficiencia alimentaria

Los juveniles de dorada alimentados con estas tres dietas experimentales, mostraron
diferencias en los parametros de crecimiento y eficiencia alimentaria segin el tipo de dieta
suministrada. Los peces alimentados con las dietas HL'LS, de contenido mas elevado en proteina y
bajo en lipidos, y M"H'LS, de composicién media en proteina y elevada en lipidos, son las que
mostraron los mejores valores en lo que respecta al peso final, SGR y FER (Tabla 8). Por otra parte los
juveniles alimentados con la dieta MPH'L® presentaron un FCR mejor que los alimentados con las
otras dos dietas, si bien no se observaron diferencias significativas entre las dietas H°L'L“ y MPH'L®
para este parametro. En cuanto al parametro LR, los peces alimentados con la dieta L°L'HS, baja en
proteina y alta en carbohidratos, presentaron valores significativamente mas altos que los peces
alimentados con la dieta H'L'L". El ratio PER fue mejor en los peces alimentados con la dieta MH'L®
que en los peces alimentados con la dieta HL'LS, siendo los valores observados en los peces
alimentados con la dieta L°L'H® similares a los de los alimentados con la dieta MPH'LS. Sin embargo,

no se detectaron diferencias significativas en el HI ni en el parametro PR después de 37 dias de

alimentacion con las diferentes dietas.

En lo que respecta a composiciéon corporal, los peces alimentados con la dieta H°L'LS
presentaron un alto contenido de proteina y humedad a diferencia de los alimentados con las otras
dietas, no mostrando diferencias significativas entre ellas. El contenido lipidico a nivel somatico fue
significativamente diferente en los peces alimentados con las diferentes dietas en estudio. Los peces
alimentados con la dieta MPH'LS, dieta de mayor contenido en lipidos, presentaron los valores mas
elevados de contenido lipidico corporal. Los peces alimentados con la dieta H'L'L“ mostraron un
contenido de cenizas superior al de los alimentados con la dieta M°H'L. Por dltimo, no se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos en cuanto al contenido de

carbono.
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Tabla 8. Perfiles de crecimiento, utilizacion de nutrientes y composicion corporal de juveniles de dorada

alimentados con tres dietas experimentales.

HPLYLS MPH'L® LPL'HC

60P7L18C 50P18L21C 40P8L41C
Peso inicial (g) 8,2 + 0,06 852 = 0,1 8,11 * 0,36
Peso final (g) 17,69 + 0,37° 18,36 + 0,3° 14,75 + 1,22°
SGR 2,08 + 0,07° 2,07 + 0,03° 1,61 + 0,17°
FCR 1,58 + 0,02%° 1,44 + 0,07° 1,96 + 0,27°
HI 1,22 + 0,3 1,11 + 0,31 1,33 + 0,24
PR (%) 17,92 + 1,25 20,52 + 1,82 20,34 + 3,1
LR (%) 24,90 + 7,17° 33,21 + 3,73%® 41,95 + 7,45°
FER 0,63 *+ 3,16 0,69 + 3,16 0,51 + 6,98
PER 1,06 + 0,01° 1,39 + 0,06 1,27 + 0,17%
Composicion corporal (% peso seco (ps); % peso himedo. (ph))
Humedad (% ph) 72,28 + 0,47° 70,09 + 0,37° 70,62 + 0,23°
Proteina (% ps) 60,23 + 1,11° 52,18 + 0,49° 55,42 + 1,00°
Lipidos (% ps) 22,40 + 1,20° 30,43 + 0,62° 28,79 + 1,08
Ceniza (% ps) 12,66 + 0,75° 11,29 + 0,16° 12,17 + 0,42°
Carbono (% ps) 49,03 + 0,70 50,17 + 1,45 49,62 + 0,92

Los valores expresan la media + DE correspondiente a los peces de 3 acuarios por condicién. Letras

diferentes en superindice indican diferencias significativas (P < 0,05).

Tabla 9. Coeficientes de digestibilidad aparente en peces alimentados con diferentes

dietas experimentales.

HoLYLS MPH'LS L°L'HE
Nutriente
60P7L18C 50P18L21C 40P8L41C

Fosforo 3996 + 1,93 50,97 + 6,02 44,74 + 10,85
Calcio 54,71 + 3,43 59,25 + 9,26 45,07 * 11,64
Carbono 70,53 + 11,75 79,94 + 596 6508 + 14,15
Proteina 79,24 + 4,12 78,08 + 5,97 77,46 * 1,27
Materiaseca 64,76 + 2,67 67,21 + 7,45 57,18 + 9,07

Los valores de las diferentes determinaciones se expresan como el valor de la media +

DE (N=3 acuarios).

4.4.2 Digestibilidad

Los CDAs correspondientes a los nutrientes y de materia seca de las muestras de heces,

obtenidas del intestino posterior de los peces alimentados con la dieta L°L'H® fueron inferiores a los
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valores observados en peces alimentados con las otras dietas experimentales (tabla 9). Si bien los
peces alimentados con la dieta MPH'L® mostraron valores superiores en cuanto a fésforo, calcio,
carbono y materia seca, la digestibilidad aparente de la proteina fue similar en los peces alimentados
con las diferentes dietas. Asimismo, no se observaron diferencias significativas en ninguno de los

parametros cuantificados tras 37 dias de alimentacidn con las diferentes dietas experimentales.

4.5 ANALISIS POR MICROARRAYS DE CAMBIOS EN LA EXPRESION GLOBAL DE GENES EN
MUSCULO ESQUELETICO DE DORADA EN FUNCION DE LA COMPOSICION DE LA DIETA'Y AYUNO

4.5.1 Expresion diferencial de genes en musculo esquelético de dorada mediante uso de

microarrays

Para analizar la expresién diferencial de genes en el musculo esquelético de juveniles de S.
aurata alimentados con dietas que difieren en la composicién de nutrientes y asi identificar genes de
uso potencial como biomarcadores del crecimiento, se llevé a cabo un andlisis de gendmica funcional
basado en el perfil de expresién génica global mediante el uso de microarrays. Para ello se
construyeron microchips que contenian ocho matrices por 60 000 funciones o puntos de sondas (8 x
60K) con sondas de 60 nucledtidos disefiadas a partir de la informacién gendmica obtenida en el
analisis del transcriptoma hibrido de dorada indicado en el apartado 4.1. Se hibridaron 4 muestras

por condicidn (peces en ayuno o alimentados durante 23 dias con las dietas H'L'LS, MPH'LS y L"L"H©).

Tabla 10. Pureza e integridad (RIN) de las muestras de RNA total procedentes del musculo

esquelético de S. aurata utilizadas para los microarrays.

. Ratio RNA
Muestra Dieta RIN G0y 260/280 260/230
285/18S ng/ul
MH1  HPLYLC 1,8 9,5 254,65 2,05 2,27
MH2  HLYLC 1,7 9,5 239 2,05 2,12
MH3  HLYLC 2 9,5 231,21 2,04 2,17
MH4  HPLYLC 1,8 9,4 221,88 2,09 1,42
MM1  MPHLC 1,9 9,3 24421 2,11 0,95
MM2  MPH'LC 1,8 9,3 437,98 2,04 2,25
MM3  MPH'LC 1,7 9,5 336,79 2,05 2,25
MM4  MPHLS 2 9,6 375,7 2,06 2,34
ML LPL'HS 1,7 9,3 256,19 2,05 2,21
ML2 LPLHC 1,7 9,4 29895 2,05 2,23
ML3 LPLHC 2,1 9,5 547,23 2 1,79
ML4  LPL'HS 1,8 9,6 24523 2,08 2,19
MA1  Ayuno 1,5 9,2 196,71 2,09 2,28
MA2  Ayuno 1,6 9,2 222,78 2,06 2,2
MA3  Ayuno 1,6 9,2 2675 2,05 2,24
MA4  Ayuno 1,6 9,4 221,58 2,07 1,78
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Antes de proceder al analisis fue necesario determinar la calidad del RNA de partida. En la
tabla 10 se pueden observar los valores correspondientes de RIN y pureza de las muestras de RNA
obtenidas de musculo esquelético de juveniles de doradas sometidas a ayuno o alimentados con

dietas que difieren en su composicion. Todas las muestras presentaron un RIN igual o superior a 9,2.

Con el fin de determinar los genes que muestran expresion diferencial significativa entre las
condiciones analizadas, los datos fueron normalizados y ajustados a un modelo lineal utilizando el
paquete bioinformatico Bioconductor. Se ordenaron aquellos genes con expresidn diferencial con un

valor P ajustado inferior a 0,05 (95 % de confianza estadistica).

Tabla 11. Resumen del nimero de anotaciones con expresion diferencial al comparar las diferentes

condiciones de alimentacion, filtrados con valor P ajustado < 0,05 y valor P (no ajustado) < 0,05.

Py,L, C P, L,,C Py L,,C
Valor P ajustado M HL L'LH Ayuno LLH Ayuno Ayuno
vs. vs. vs. vs. vs. vs.
< 0,05 HPLALS HOLLLS HPLALS MPHALE MPHLS LPLHC
Incremento 23 78 5553 3 4944 4718
Disminucion 14 17 5228 1 4900 4727
Total 37 95 10781 4 9844 9445
Valor P < 0,05
Incremento 2704 2288 7430 1244 6853 6660
Disminucion 2068 1690 7165 1192 7188 6801
Total 4772 3978 14595 2436 13971 13461

La tabla 11 muestra el nimero de anotaciones con expresién diferencial observadas vy
representadas en todas las comparaciones realizadas. Para las comparaciones con ayuno se utilizd
los datos filtrados con un valor P ajustado < 0,05. En el caso del analisis ontolégico para la
comparacién entre dietas también se consideraron los datos filtrados con un valor P (no ajustado) <
0,05. Como era de esperar, la mayoria de genes con expresidn al alza y a la baja se encontraron al
comparar los peces en ayuno frente a los alimentados con cualquiera de las dietas utilizadas (H"L'LS,
MPH'LC v LL'HY), identificando 10781, 9844 y 9445 anotaciones con expresiones diferenciales,
respectivamente. En la comparacién entre las dietas con bajos niveles de proteina y alta en
carbohidratos (L'L"H®) frente a la dieta de alto contenido en proteina y bajo en carbohidratos (H L'LS),
se identificaron 95 anotaciones con expresion diferencial. Esta comparacidn resulta de especial
interés, dado que corresponde a la sustitucidn parcial de proteina de la dieta por carbohidratos. Por

otra parte, al realizar la comparacion entre las dietas sumnistradas, fueron obtenidas 37 anotaciones
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con expresién diferencial al contrastar la dieta de niveles medios de proteina (M°H'LS), frente a la
dieta de alto contenido en proteina (HL'LS). Al comparar la expresién de genes presentes en los
peces alimentados con la dieta de baja inclusién de proteina (L'L'HC) frente a los observados en las
doradas alimentadas con la dieta de nivel medio de proteina (M"H'L) se observé un total de 4

anotaciones con expresiones diferencialmente expresadas.
4.5.2 Analisis funcional

Se realizé un andlisis funcional de los genes expresados diferencialmente en los microarrays
utilizando la anotacién de términos GO (funcién molecular, procesos bioldgicos y componentes
celulares). Para ello se consideraron solo los genes expresados diferencialmente filtrados con un
valor P ajustado inferior a 0,05 en el caso de la comparacién de las condiciones ayuno vs. HL'LS,
ayuno vs. MPH'L® y ayuno vs. L°L'HS. Por otra parte, al realizar la comparacién de las condiciones
LPL'HE vs. HPL'LS, MPH'LE vs. HPL'LS y LPL'HE vs. MPH'LS, se consideraron también los genes expresados
diferencialmente con un valor P sin ajustar. En este caso, se consideraron solo términos que incluian
un minimo de 10 anotaciones con expresion diferencial. La representacion detallada de la expresion
génica diferencial tanto incrementada como disminuida para el contraste de las condiciones L°L'H®
vs. HL'L  se llevé a cabo utilizando un valor P ajustado inferior a 0,05 (Tabla 12). En el caso de la

comparacién entre las condiciones L'L"H® vs. MPH"L® se utilizé un valor P normal (Tabla 15).

Analisis funcional de GO correspondiente a la expresion génica en musculo esquelético de

peces alimentados con las dietas L°L'H® y HL'L®

La figura 24 representa el analisis funcional en la categoria de procesos biolédgicos al realizar la
comparacion de la expresién diferencial de genes (valor P sin ajustar) presentes en peces
alimentados con la dieta de baja proteinas y alta cantidad de carbohidratos (L°L‘H) comparados con
los correspondientes a la dieta de alta cantidad de proteina y baja en carbohidratos (H"L'L). En la
figura es posible observar que los términos con expresion diferencial mas significativos fueron los
relacionados con el establecimiento de la localizacion de la proteina al organelo (GO: 0072594) el
cual presentd 6 anotaciones con expresion diferencial incrementada, la misma cantidad de

anotaciones se observé en el término relacionado con la organizacidon mitocondrial (GO: 0007005).
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Figura 24. Andlisis GO correspondiente a procesos biolégicos en funcidn de los genes con expresidon
incrementada en el musculo esquelético de peces alimentados con la dieta LPL'RC respecto a los alimentados
con la dieta H'L'L". Lineas de color azul oscuro muestran los términos relacionados y asociados. Los procesos
que son “parte de” estan conectados mediante la linea de color celeste. La intensidad de colores de los cuadros
que sefialan las categorias, representan el grado en que son significativas, siendo los colores mas oscuros los

mas significativos.

El analisis de la expresién diferencial de genes incrementados en términos ontoldgicos
relacionados con las funciones moleculares esta indicado en la figura 25, en ella se observa la
presencia de genes con funciones en la actividad oxidasa de citocromo C (GO: 0004129),
concretamente, cinco anotaciones involucradas en esta funcién. El término ontoldgico mas
significativo en la representacion de genes, fue la categoria ontoldgica de actividad transportadora

transmembrana de cationes inorganicos monovalentes (GO: 0015077), en el cual se identificaron 14
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anotaciones, entre ellas el gen que codifica para la proteina sodio potasio ATPasa subunidad A

isoforma 1.
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La tabla 12 representa la expresion diferencial en base a genes regulados tanto de manera
incrementada como disminuida en el musculo esquelético de peces alimentados con la dieta L°L'"H®
respecto a los alimentados con la dieta HL'LS. Los niveles de expresidn génica fueron obtenidos
mediante el andlisis de microarrays en los cuales los valores de intensidades de expresion,
representados en la tabla como veces de induccién fueron filtrados mediante el uso de un valor P
ajustado inferior a 0,05. Como resultado, del filtrado de datos se obtuvieron 95 anotaciones de un
total de 41878, entre las cuales anotaciones con expresién incrementada como el citocromo P450

1A1 y el gen que codifica para la expresidon de la proteina Unica F-box 32-like isoforma X1, los cuales
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experimentaron un incremento promedio de 11,1 y 6,5 veces de induccién tras ingesta de la dieta
LPL'H® respecto a los peces alimentados con la dieta HPL'LS. Por otra parte, entre los genes con una
regulacién negativa, encontramos el que codifica para la proteina asociada al citoesqueleto (-1,6
veces de induccidn) y el gen que codifica para el receptor nuclear perteneciente a la subfamilia 1

grupo D miembro 2, que disminuyd su expresidn 2,7 veces respecto a la dieta alta en proteinas.

Entre los genes descritos, es posible observar en la parte inferior de la tabla, la expresién
diferencial de genes que no lograron ser identificados mediante la utilizacién de la herramienta
BLASTn, y que muestran disminucién en la expresion génica diferencial en musculo esquelético de

doradas alimentadas con la dieta L"L'HS, de hasta 59 veces.

Tabla 12. Expresion génica diferencial mediante el analisis de microarrays de musculo esquelético de doradas
. . P, L,,C . . P, L, C . ..

alimentadas con la dieta L'L'H respecto a los peces alimentados con la dieta H'L'L". Los valores individuales de

cada gen se indican como niveles de induccidn en la expresién. Los valores correspondientes a las veces de

induccion fueron filtrados mediante el uso de un valor P ajustado inferior a 0,05.

Log.
Vi Valor P
.Nombr.e Descripcion del gen . eces de veces de  Valor P .a or
sistematico induccion . ) ajustado
induccion
isotig06546 RecName: Full=Cytochrome P450 1A1; AltName: Full=CYPIA1 11,41 3,51 2,0E-10 1,1E-05
isotig06546 RecName: Full=Cytochrome P450 1A1; AltName: Full=CYPIA1 11,39 3,51 4,3E-09 7,8E-05
isotig06546 RecName: Full=Cytochrome P450 1A1; AltName: Full=CYPIA1 10,60 3,41 1,0E-09 2,8E-05
isotig06121 PREDICTED: F-box only protein 32-like isoformX1 6,74 2,75 1,1E-07 8,7E-04
isotig06121 PREDICTED: F-box only protein 32-like isoformX1 6,73 2,75 4,4E-08 6,0E-04
isotig06121 PREDICTED: F-box only protein 32-like isoformX1 5,89 2,56 1,1E-07 8,7E-04
isotig19322 Rachycentron canadum alpha actin-4 gene, complete cds 4,91 2,30 2,2E-05 2,4E-02
isotig10060 PREDICTED: xin actin-binding repeat-containing protein 1-like isoform X2 3,73 1,90 3,7E-05 2,9E-02
sotigl1122 gg;egf:rzthus fasciatus kif9 mRNA for Kruppel-like factor 9, complete cds, clone: 3,49 1,80 1,86-07 1,1E-03
sotigl1122 2Z;egFr;t;thus fasciatus kif9 mRNA for Kruppel-like factor 9, complete cds, clone: 3,48 1,80 1,26-06 4,9E-03
sotig11122 gg;eg,:rﬂthus fasciatus kif9 mRNA for Kruppel-like factor 9, complete cds, clone: 3,02 1,59 2,4E-06 6,8E-03
isotig14227 PREE)ICTED: solute carrier family 26 member 10-like isoform X2 2,98 1,58 7,9E-06 1,6E-02
isotig15306 PREDICTED: alpha-protein kinase 3-like 2,96 1,57 8,3E-06 1,6E-02
isotig16255 Lithognathus mormyrus clone Imos2p06d04 mRNA sequence 2,73 1,45 1,7E-05 2,1E-02
isotig15306 PREDICTED: alpha-protein kinase 3-like 2,70 1,44 3,0E-05 2,6E-02
isotig14643 PREDICTED: uncharacterized protein C11orf96 homolog 2,69 1,43 3,8E-07 1,9E-03
isotig19273 Sparus aurata GLUT1 (SLC2A1) mRNA, complete cds 2,68 1,42 3,4E-05 2,8E-02
isotig15306 PREDICTED: alpha-protein kinase 3-like 2,63 1,40 1,1E-05 1,7E-02
isotig11734 PREDICTED: regulator of cell cycle RGCC-like isoform X1 2,62 1,39 1,0E-05 1,6E-02
isotig14643 PREDICTED: uncharacterized protein C11orf96 homolog 2,55 1,35 3,3E-06 7,5E-03
150tig08045 PREDICTED: H‘aplochromls burtoni max-binding protein MNT-like (LOC102293132), 2,53 134 6,4E-08 6,06-04
transcript variant X2, mRNA
isotig14643 PREDICTED: uncharacterized protein C11orf96 homolog 2,53 1,34 2,6E-06 6,8E-03
isotig11734 PREDICTED: regulator of cell cycle RGCC-like isoform X1 2,49 1,31 1,2E-05 1,7E-02
isotig16255 Lithognathus mormyrus clone Imos2p06d04 mRNA sequence 2,48 1,31 8,7E-05 4,9E-02
isotig07346 PREDICTED: patatin-like phospholipase domain-containing protein 2-like 2,39 1,26 6,5E-05 4,3E-02
o PREDICTED: Pundamilia nyererei inward rectifier potassium channel 2-like
tig10543 2,38 1,25 3,3E-05 2,8E-02
i (LOC102213496), mRNA
50tig0804S PREDICTED: H‘aplachmm/s burtoni max-binding protein MNT-like (LOC102293132), 2,36 1,24 1,7E-07 1,1E-03
transcript variant X2, mRNA
isotig09038 PREDICTED: 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase ABHD5-like 2,34 1,23 2,4E-05 2,4E-02
isotig09306 PREDICTED: cell wall integrity and stress response component 2-like 2,21 1,14 3,6E-05 2,9E-02
isotig14220 PREDICTED: Oreochromis niloticus protein LBH-like (LOC100693150), mRNA 2,16 1,11 6,7E-05 4,3E-02
sotig11934 PREDICTED: Haplochromis burtoni MAP kinase-interacting serine/threonine-protein 2,09 1,06 9,6E-06 1,6E-02

kinase 1-like (LOC102313431), mRNA
isotig05628 Sparus aurata clone contig00129 genomic sequence 2,06 1,04 6,4E-05 4,2E-02
PREDICTED: Haplochromis burtoni MAP kinase-interacting serine/threonine-protein

isotig11934
fsotig kinase 1-like (LOC102313431), mRNA

2,06 1,04 3,3E-06 7,5E-03
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PREDICTED: Haplochromis burtoni max-binding protein MNT-like (LOC102293132),

isotig08045 2,05 1,04 3,1E-06 7,5E-03
e transcript variant X2, mRNA
isotig05628 Sparus aurata clone contig00129 genomic sequence 2,05 1,04 1,7E-05 2,1E-02
isotig06140 PREDICTED: uncharacterized protein LOC102081941 isoform X1 2,04 1,03 1,6E-06 5,7E-03
isotig16420 PREDICTED: cyclin-dependent kinase inhibitor 1-like isoform X2 2,00 1,00 1,9E-05 2,3E-02
isotig08532 PREDICTED: uncharacterized protein LOC101471928 1,98 0,99 9,5E-06 1,6E-02
isotig06140 PREDICTED: uncharacterized protein LOC102081941 isoform X1 1,97 0,98 2,5E-06 6,8E-03
isotig09921 PREDICTED: kelch-like protein 23 isoform X1 1,95 0,97 2,1E-06 6,6E-03
o PREDICTED: Haplochromis burtoni MAP kinase-interacting serine/threonine-protein

tig11934 1,91 0,93 9,2E-06 1,6E-02
ota kinase 1-like (LOC102313431), mRNA
isotig08442 PREDICTED: dnaJ) homolog subfamily A member 3, mitochondrial-like isoform X1 1,91 0,93 5,3E-05 3,7E-02
isotig06859 PREDICTED: maternal B9.15 protein-like 1,87 0,91 1,6E-05 2,1E-02
isotig06859 PREDICTED: maternal B9.15 protein-like 1,87 0,90 3,4E-06 7,5E-03
isotig10497 Phosphatidylinositol N-acetylglucosaminyltransferase subunit P 1,85 0,88 1,6E-05 2,1E-02
isotig10497 Phosphatidylinositol N-acetylglucosaminyltransferase subunit P 1,83 0,87 1,6E-06 5,7E-03
isotig16420 PREDICTED: cyclin-dependent kinase inhibitor 1-like isoform X2 1,82 0,87 4,3E-05 3,2E-02
isotig08887 PREDICTED: CD9 antigen-like isoform 2 1,82 0,86 2,7E-05 2,5E-02
isotig08887 PREDICTED: CD9 antigen-like isoform 2 1,80 0,85 3,4E-05 2,8E-02
isotig06140 PREDICTED: uncharacterized protein LOC102081941 isoform X1 1,77 0,82 3,4E-05 2,8E-02
isotig09921 PREDICTED: kelch-like protein 23 isoform X1 1,75 0,81 2,0E-05 2,3E-02
isotig09921 PREDICTED: kelch-like protein 23 isoform X1 1,72 0,79 2,4E-05 2,4E-02
isotig08470 PREDICTED: protein phosphatase 1K, mitochondrial-like 1,72 0,78 2,5E-05 2,4E-02
isotig07969 Lithognathus mormyrus clone Imos9p09e06 mRNA sequence 1,69 0,76 1,1E-05 1,7E-02
isotig07969 Lithognathus mormyrus clone Imos9p09e06 mRNA sequence 1,68 0,75 7,0E-05 4,4E-02
isotig10497 Phosphatidylinositol N-acetylglucosaminyltransferase subunit P 1,68 0,75 2,6E-05 2,5E-02
isotig12549 PREDICTED: translational activator of cytochrome c oxidase 1-like 1,65 0,72 2,2E-05 2,4E-02
isotig14315 PREDICTED: 28S ribosomal protein S5, mitochondrial-like 1,57 0,65 8,8E-06 1,6E-02
isotig03125 PREDICTED: cytochrome c-type heme lyase-like isoform X1 1,54 0,62 8,8E-05 4,9E-02
isotig19117 Sparus aurata mitochondrial alanine aminotransferase mRNA, complete cds 1,48 0,57 5,7E-05 3,9E-02
isotig19117 Sparus aurata mitochondrial alanine aminotransferase mRNA, complete cds 1,43 0,52 7,6E-05 4,6E-02
50tig06928 PRE'DICTED: Oreochromis niloticus muscleblind-like (Drosophila) (mbnl1), transcript 1,49 0,57 8,56-05 4,9E-02

variant X3, mRNA
isotig14411 PREDICTED: G2/mitotic-specific cyclin-B1-like -1,58 -0,66 8,5E-05 4,9E-02
e UROZHW oo e DICTED: cytoskeleton-associated protein 2-like 1,60 0,67 7,305  4,5E-02
g:;(;FUROZGO Diplodus sargus alpha-amylase 1 mRNA, complete cds -1,83 -0,87 5,1E-05 3,6E-02
isotig07754 PREDICTED: Haplochromis burtoni elastin-like (LOC102291789), mRNA -1,87 -0,91 6,3E-05 4,2E-02
50tig07757 PREDICTED: Qreochromls niloticus hepatic leukemia factor-like (LOC100698155), 2,28 1,19 6,86-05 43602
transcript variant X2, mRNA

o PREDICTED: Maylandia zebra nuclear receptor subfamily 1 group D member 2-like

tig09551 -2,47 -1,31 1,2E-05 1,7E-02
otg (LOC101479683), transcript variant X1, mRNA
o PREDICTED: Maylandia zebra nuclear receptor subfamily 1 group D member 2-like

tig09551 -2,48 -1,31 6,1E-05 4,2E-02
ot (LOC101479683), transcript variant X1, mRNA
o PREDICTED: Maylandia zebra nuclear receptor subfamily 1 group D member 2-like

tig09551 -3,01 -1,59 2,6E-06 6,8E-03
S (LOC101479683), transcript variant X1, mRNA ’ ' ' '
::\)/(JJFUROICW No significant similarities found 3,57 1,83 1,2E-05 1,7E-02
WPXIFUROIEE o significant similarities found 3,55 1,83 1,86-06  6,36-03
isotig12520 No significant similarities found 3,28 1,71 2,4E-05 2,4E-02
IFXJFURO1CW — L
RV No significant similarities found 3,27 1,71 1,0E-05 1,6E-02
XIFUROIEE o significant similarities found 3,22 1,69 1,36-05  1,7E-02
W FUROLOW No significant similarities found 3,19 1,67 2,3E-05  2,4E-02
isotig12520 No significant similarities found 3,19 1,67 2,1E-05 2,4E-02
isotig06806 No significant similarities found 3,01 1,59 2,9E-05 2,6E-02
isotig06806 No significant similarities found 2,92 1,55 2,3E-05 2,4E-02
IFXJFURO1B3B — T
Tv No significant similarities found 2,86 1,52 4,5E-05 3,3E-02
isotig06806 No significant similarities found 2,85 1,51 4,5E-05 3,3E-02
isotig05959 No significant similarities found 2,61 1,39 1,2E-06 4,9E-03
isotig05959 No significant similarities found 2,38 1,25 5,1E-05 3,6E-02
isotig14429 No significant similarities found 2,33 1,22 2,6E-07 1,4E-03
isotig05959 No significant similarities found 2,16 1,11 6,5E-06 1,4E-02
isotig19328 No significant similarities found 1,92 0,94 8,1E-05 4,7E-02
isotig03197 No significant similarities found 1,53 0,61 3,8E-05 3,0E-02
isotig10608 No significant similarities found -1,50 -0,59 7,8E-05 4,6E-02
:;);J;UROZHL No significant similarities found -1,58 -0,66 2,4E-05 2,4E-02
isotig05298 No significant similarities found -1,87 -0,91 7,6E-05 4,6E-02
isotig05298 No significant similarities found -1,92 -0,94 6,8E-05 4,3E-02
isotig10298 No significant similarities found -2,38 -1,25 7,8E-05 4,6E-02
isotig04587 No significant similarities found -43,28 -5,44 2,9E-05 2,6E-02
isotig04586 No significant similarities found -54,49 -5,77 4,4E-05 3,3E-02
isotig04587 No significant similarities found -58,97 -5,88 6,9E-05 4,3E-02
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Anadlisis funcional de GO correspondiente a la expresion génica en musculo esquelético de

peces alimentados con las dietas MPH'L  y HPL'L®

La tabla 13 muestra el analisis funcional en la categoria de procesos bioldgicos (P < 0,01) de la
comparacion de expresién diferencial incrementada de genes, en musculo de los peces alimentados
con la dieta con contenido medio de proteina v rica en lipidos (M H'L) y los alimentados con una
dieta rica en proteina y pobre en lipidos y carbohidratos (H"L'L). Al analizar el listado de términos
podemos observar que 108 anotaciones estdn relacionadas con procesos metabdlicos (GO:
0044710), mientras que, si tomamos en cuenta el valor P mas bajo y por ende el mas significativo,
destaca el término ontolégico relacionado con el proceso de biosintesis de nucledsidos trifosfatos
(GO: 0009142), para el cual fueron determinadas 12 anotaciones. Entre éstas, podemos nombrar la
que codifica para la proteina sodio potasio ATPasa subunidad A isoforma 1, la que experimentd un
incremento de 1,9 veces en los peces alimentados con la dieta M"H'L® respecto a los alimentados con

la dieta HPL'LS.

Tabla 13. Resumen de los términos ontoldgicos asociados a los procesos biolégicos con expresidn
. . . . . P,L,C
diferencial incrementada, observados al comparar peces alimentados con la dieta M H'L™ con los

alimentados con la dieta H'L'L®

ID GO Término Ontoldgico P valor s .
anotaciones
G0:0044710 single-organism metabolic process 0,004 108
G0:0055114  oxidation-reduction process 0,002 55
G0:0055086 nucleobase-containing small molecule metabolic process 0,006 27
G0:0006753 nucleoside phosphate metabolic process 0,002 26
G0:0009117  nucleotide metabolic process 0,002 25
G0:0006812 cation transport 0,004 21
G0:0034660 ncRNA metabolic process 0,002 20
G0:0005996 monosaccharide metabolic process 0,003 18
G0:0019318  hexose metabolic process 0,003 17
G0:0009165 nucleotide biosynthetic process 0,005 17
G0:0009259 ribonucleotide metabolic process 0,008 16
G0:0019693 ribose phosphate metabolic process 0,008 16
G0:0009150 purine ribonucleotide metabolic process 0,010 15
G0:0046390 ribose phosphate biosynthetic process 0,003 14
G0:0009260 ribonucleotide biosynthetic process 0,003 14
G0:0006006 glucose metabolic process 0,004 14
GO0:1901659  glycosyl compound biosynthetic process 0,004 14
G0:0009163  nucleoside biosynthetic process 0,004 14
G0:0042455  ribonucleoside biosynthetic process 0,004 14
G0:0009141 nucleoside triphosphate metabolic process 0,007 14
G0:0072522  purine-containing compound biosynthetic process 0,007 14
G0:0016052 carbohydrate catabolic process 0,002 13
G0:0044724  single-organism carbohydrate catabolic process 0,002 13
G0:0009152  purine ribonucleotide biosynthetic process 0,003 13
G0:0046129 purine ribonucleoside biosynthetic process 0,004 13
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G0:0042451 purine nucleoside biosynthetic process 0,004 13
G0:0015672  monovalent inorganic cation transport 0,006 13
G0:0006164  purine nucleotide biosynthetic process 0,008 13
G0:0009142 nucleoside triphosphate biosynthetic process 0,001 12
G0:0006007 glucose catabolic process 0,002 12
G0:0019320 hexose catabolic process 0,002 12
G0:0046365 monosaccharide catabolic process 0,002 12
G0:0009145 purine nucleoside triphosphate biosynthetic process 0,004 11
G0:0009201 ribonucleoside triphosphate biosynthetic process 0,004 11
G0:0009206 purine ribonucleoside triphosphate biosynthetic process 0,004 11
G0:0006754  ATP biosynthetic process 0,004 10
G0:0016072 rRNA metabolic process 0,007 9
G0:0006364 rRNA processing 0,007 0
G0:0015985  energy coupled proton transport, down electrochemical gradient 0,002 8
G0:0015986  ATP synthesis coupled proton transport 0,002 8
G0:0034220 ion transmembrane transport 0,007 8

El analisis de la expresion diferencial de genes al alza en términos ontolégicos relacionados con

los componentes celulares, mostrado en la figura 26, indica cambios significativos en la expresién de

genes constituyentes del citoplasma (GO: 0044444).

GO:0005575
cellular_component

GO:0005623
cell

GO:0044464
cell part

/

GO:0005622
intracellular

GO:0044424
intracellular part

GO:0005737
cytoplasm

G0:0044444
cytoplasmic part

Figura 26. Analisis GO correspondiente a
componentes celulares en funciéon de los genes con
expresion incrementada en el musculo esquelético de
peces alimentados con la dieta MPH'LC respecto a los
alimentados con la dieta H'L'L". Lineas de color azul
oscuro muestran los términos relacionados vy
asociados. Los procesos que son “parte de” estan
conectados mediante la linea de color celeste. La
intensidad de colores de los cuadros que sefalan las
categorias, indica el grado en que son significativas,

siendo los colores mas oscuros los mas significativos.

Anadlisis funcional de GO correspondiente a la expresion génica en musculo esquelético de

peces alimentados con las dietas L"L'"H  y M H'L®

La tabla 14 representa el analisis funcional en la categoria de procesos bioldgicos al realizar la

comparacion de la expresion diferencial de genes (valor P sin ajustar) presentes en peces
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alimentados con la dieta de baja cantidad de proteinas y alta cantidad de carbohidratos (L"L‘H°)

comparados con la dieta de media cantidad de proteina y baja de carbohidratos (ML"LE).

Al analizar el listado de términos se observa la presencia de 28 anotaciones relacionadas con
procesos biosintéticos (GO: 0009058), los cuales aumentaron su expresion tras alimentacion con la
dieta L°L'HC. Por otra parte las anotaciones ontoldgicas de regulaciéon de procesos biosintéticos
celulares y biosintesis de macromoléculas (GO: 0031326; GO: 0010556) presentaron los valores mas
significativos, identificando genes como adenosine deaminase domain-containing protein 1-like y

MAP kinase-interacting serine/threonine-protein kinase 2-like.

Tabla 14. Resumen de los términos ontoldgicos asociados a los procesos bioldgicos con expresion
. . . . . P, L,,C
diferencial incrementada, observados al comparar peces alimentados con la dieta LL'H con los

alimentados con la dieta M H"L®

ID GO Término Ontolégico Valor P N"de .
anotaciones
G0:2000112 regulation of cellular macromolecule biosynthetic process 0,001 13
G0:0010556 regulation of macromolecule biosynthetic process 0,001 13
G0:0031326 regulation of cellular biosynthetic process 0,001 13
G0:0009889 regulation of biosynthetic process 0,001 13
G0:0010468 regulation of gene expression 0,001 13
G0:0031323  regulation of cellular metabolic process 0,001 14
G0:0006355 regulation of transcription, DNA-dependent 0,003 10
G0:2001141 regulation of RNA biosynthetic process 0,003 10
G0:0034645  cellular macromolecule biosynthetic process 0,004 22
G0:0060255 regulation of macromolecule metabolic process 0,004 14
G0:0080090 regulation of primary metabolic process 0,004 14
G0:0019222 regulation of metabolic process 0,004 15
G0:0051252  regulation of RNA metabolic process 0,004 10
G0:0009059 macromolecule biosynthetic process 0,005 22
G0:0009058  biosynthetic process 0,007 28
G0:0044249 cellular biosynthetic process 0,010 26

Los términos ontoldgicos asociados a los componentes celulares estan representados en la
figura 27, donde se muestra el analisis funcional en la categoria mediante la comparacion de genes
gue muestran expresién diferencial disminuida (valor P sin ajustar) en peces alimentados con la dieta
de baja cantidad de proteinas y alta cantidad de carbohidratos (L°L'H) comparados con los
observados cuando la dieta suministrada era la de la media cantidad de proteina y alta cantidad de

carbohidratos (M"H'L%).

Los términos ontoldgicos mas representados estadisticamente segun la intensidad de color, y

en los cuales los productos génicos actian son: cromosoma (GO: 0005694), partes cromosdémicas
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(GO: 0044427) y regidn centromérica del cromosoma (GO: 0000775). Entre los genes representados
en estos términos, podemos encontrar los que codifican para la proteina serina/treonina fosfatasa

PP1-gama subunidad catalitica A, la aurora quinasa y la proteina cinetocoro NDC80 homodloga.

Por otra parte, en la tabla 15 se presenta la expresion diferencial de genes obtenidos mediante
el anadlisis de microarrays. Los valores correspondientes a las intensidades de expresidn estan
indicados como veces de induccién. Para ello, se utilizaron los datos que presentaron un valor P
normal sin ajustar, observando el incremento de 4,2 veces para el gen que codifica para la proteina
Unica F-box 32 y una disminucién de 5,5 veces en el gen que codifica para la proteina coldgeno alfa 1
en los peces alimentados con la dieta con baja cantidad de proteina y alta en carbohidratos (L"L"H°),

en comparacion con la dieta de contenido medio en proteina y baja en carbohidratos (M"H"L).
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Tabla 15. Expresidn génica diferencial mediante el andlisis de microarrays de musculo esquelético de doradas
. . P, L,,C . . P L, C . ..
alimentadas con la dieta L' L'H respecto a los peces alimentados con la dieta M H'L". Los valores individuales

de cada gen se muestran como niveles de induccién en la expresion.

log veces Valor P
Nombre Veces de de ajustad
sistemdtico  Descripcion del gen induccién  induccién ValorP o
isotig19322 Rachycentron canadum alpha actin-4 gene, complete cds 5,06 2,34 1,0E-05 0,07
isotig06121 PREDICTED: F-box only protein 32-like isoformX1 4,35 2,12 1,5E-06 0,02
isotig00331 PREDICTED: NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 12-like, partial 4,26 2,09 7,9E-03 0,74
isotig06121 PREDICTED: F-box only protein 32-like isoformX1 4,10 2,03 1,1E-06 0,02
isotig00331 PREDICTED: NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 12-like, partial 4,05 2,02 1,3E-02 0,79
PREDICTED: Oreochromis niloticus zinc finger and BTB domain-containing protein 16-A-like
isotig07266 (LOC100698618), partial mMRNA 3,45 1,79 2,1E-03 0,59
PREDICTED: Oreochromis niloticus zinc finger and BTB domain-containing protein 16-A-like
isotig07266 (LOC100698618), partial mMRNA 3,27 1,71 1,6E-03 0,55
PREDICTED: Oreochromis niloticus zinc finger and BTB domain-containing protein 16-A-like
isotig07266 (LOC100698618), partial mMRNA 3,24 1,70 1,6E-03 0,55
isotig17429 PREDICTED: cytochrome c oxidase subunit 5B, mitochondrial-like 2,96 1,57 7,3E-02 0,99
isotig00792 PREDICTED: pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial-like 2,95 1,56 1,3E-01 1,00
isotig11122 Oplegnathus fasciatus kif9 mRNA for Kruppel-like factor 9, complete cds, clone: RB2_F11 2,70 1,43 9,2E-06 0,07
isotig01182 Lithognathus mormyrus clone lithmor399 mRNA sequence 2,65 1,41 3,1E-03 0,62
isotig13888 PREDICTED: nuclear factor interleukin-3-regulated protein-like 2,49 1,32 3,3E-03 0,63
isotig11122 Oplegnathus fasciatus kIf9 mRNA for Kruppel-like factor 9, complete cds, clone: RB2_F11 2,48 1,31 1,3E-05 0,07
IFXJFURO1CXU
9u Sparus aurata CC chemokine CK3 mRNA, complete cds 2,41 1,27 4,3E-02 0,94
isotig05874 PREDICTED: eukaryotic translation initiation factor 4E type 3-like 2,38 1,25 1,3E-02 0,79
PREDICTED: Oreochromis niloticus cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4D-like
isotig15086 (LOC100693394), transcript variant X6, mRNA 2,33 1,22 1,7E-03 0,56
isotig04803 apolipoprotein A-IV4 precursor -2,37 -1,24 4,5E-02 0,94
isotig06250 hyaluronan binding protein 2 precursor -2,38 -1,25 6,8E-02 0,98
isotig05071 Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-208J2 in linkage group 20, complete sequence -2,40 -1,26 5,6E-03 0,70
isotig17905 matrix metallopeptidase 9 -2,41 -1,27 6,3E-04 0,46
isotig03434 PREDICTED: inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3-like -2,45 -1,29 4,1E-02 0,94
isotig06478 PREDICTED: biglycan-like isoform X1 -2,56 -1,35 6,5E-04 0,46
isotig03434 PREDICTED: inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3-like -2,65 -1,41 2,3E-02 0,86
isotig17905 matrix metallopeptidase 9 -2,66 -1,41 4,4E-04 0,39
isotig18710 No significant similarities found -2,71 -1,44 5,6E-02 0,96
isotig17789 PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: WD repeat-containing protein 55-like -2,84 -1,51 5,8E-03 0,70
isotig06478 PREDICTED: biglycan-like isoform X1 -2,90 -1,54 9,7E-03 0,76
isotig11178 Diplodus sargus clone 27 55 ribosomal RNA pseudogene region -2,91 -1,54 5,3E-02 0,95
isotig06478 PREDICTED: biglycan-like isoform X1 -2,95 -1,56 7,4E-03 0,73
isotig15574 PREDICTED: saxitoxin and tetrodotoxin-binding protein 1-like -3,07 -1,62 3,0E-02 0,91
isotig15574 PREDICTED: saxitoxin and tetrodotoxin-binding protein 1-like -3,07 -1,62 3,5E-02 0,93
isotig04564 PREDICTED: peroxisome assembly protein 26-like isoform X1 -3,08 -1,62 4,0E-02 0,94
isotig15574 PREDICTED: saxitoxin and tetrodotoxin-binding protein 1-like -3,14 -1,65 3,1E-02 0,91
isotig04564 PREDICTED: peroxisome assembly protein 26-like isoform X1 -3,63 -1,86 1,4E-02 0,79
isotig15911 histone H2B -4,63 -2,21 1,3E-02 0,79
isotig16015 collagen type X alpha 1 -5,36 -2,42 5,8E-03 0,70
isotig16015 collagen type X alpha 1 -5,58 -2,48 5,9E-03 0,70
isotig16015 collagen type X alpha 1 -5,68 -2,51 4,6E-03 0,66

Anadlisis funcional de GO correspondiente a la expresion génica en musculo esquelético de

peces en ayuno y peces alimentados con la dieta H'L'L

Al realizar la comparacion mediante el andlisis de ontologia génica entre las condiciones de
ayuno y alimentacién de los peces con dieta de alto contenido de proteina, podemos observar una
gran cantidad de procesos que promueven una regulacién génica al alza en los peces mantenidos en
ayuno. En la figura 28 se presentan los diversos procesos en los cuales estan representadas
secuencias obtenidas en el analisis transcriptémico. Entre los términos mas destacados podemos
observar el relacionado con la actividad transferasa (GO: 0016740) que incluye a su vez varios

subgrupos con niveles significativos elevados, como aciltransferasas, metiltransferasas y polimerasas

115



de DNA y RNA. Por otra parte, el término ontoldgico relativo a unidn a moléculas abarcé una gran
cantidad de procesos, que en su totalidad representan 459 anotaciones, entre las que destacan

genes de unidn a nucledtidos, acidos nucleicos o iniciacion de la traduccion.
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En relacion al analisis para los genes con una expresién diferencial disminuida en el ayuno,
podemos observar en la figura 29 que el término relacionado con la actividad antioxidante (GO:
0016209) esta representado de manera significativa en los peces mantenidos en ayuno respecto a los
alimentados con la dieta de alto contenido proteico, detectando un total de 12 anotaciones, entre
ellas, la proteina reguladora-redox FAM213A isoforma X1. Otro aspecto afectado con disminucion de
expresion génica incluyd a las proteinas de unién al citoesqueleto (GO: 0008092), proceso
estrechamente relacionado con la unién de actina (GO: 0003779) y en el cual se identificaron 23
anotaciones. Entre ellas, genes que codifican para la proteina dineina cadena ligera 2, isoforma X1 (-

2,2 veces de induccion) y la proteina anexina A2-B-like isoforma X1 (-1,7 veces de induccién).
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molecular_function

GOUDIEATS GO:0003824 GO:0005488
rralecalariyrcton catalytic activity bindin
regulator Y g
GO:0030234 GO:0016491
enzyme regulator oxidoreductase (3.0'0[.)43.15? GO'QOO.SS;S
activity activity ion binding protein binding
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peptidase regulator 60'004.31.59
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peptidase inhibitor endopeptidase mt(jtca)l.g)?jtfi?\}r'!izn
activity regulator activity g
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endopeptidase
inhibitor activity
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calcium ion binding

Figura 29. Analisis GO correspondiente a funciones moleculares de genes con expresion diferencial disminuida
en el musculo esquelético de peces en ayuno respecto a los alimentados con la dieta H"L'LS. Lineas de color
azul oscuro muestran los términos relacionados y asociados. Los procesos que son “parte de” estan conectados
mediante la linea de color celeste. La intensidad de colores de los cuadros que sefialan las categorias,

representan niveles significativos, siendo los colores mas oscuros los mas significativos.
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Al realizar el andlisis de ontologia génica para los procesos biolégicos y comparando los genes
que muestran expresion incrementada en ayuno respecto a peces alimentados con la dieta H'L'L, en
la figura 30 se puede observar la expresion diferencial asociada a procesos metabdlicos (GO:
0008152) que incluye procesos metabdlicos a nivel celular (GO: 0044237) y procesos metabdlicos de
sustancias organicas (GO: 0071704). El proceso con un alto nimero de anotaciones identificadas fue
el relacionado con los procesos metabdlicos de macromoléculas (GO: 0043170) para el cual fueron
identificadas 222 anotaciones. Este término incluye varios subgrupos, como procesos metabdlicos de
RNA (GO: 0016070) y procesamiento de RNA ribosomal (GO: 0006364), asociados a este proceso se
identificaron 14 anotaciones, como el gen que codifica para la proteina dimetiladenosina transferase
1 mitocondrial isoform X1 con un incremento de 8 veces, y la proteina factor de producciéon de

ribosoma, que incrementd 2,6 veces.
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Tabla 16. Resumen del anadlisis GO correspondiente a procesos bioldgicos de genes con expresidon

diferencial disminuida en el musculo esquelético de peces en ayuno respecto a los alimentados con la dieta

HPL'LS.
ID GO Término Ontoldgico Valor P o .
anotaciones

G0:0032501 multicellular organismal process 0,008 97
G0:0016043 cellular component organization 0,008 80
G0:0006793 phosphorus metabolic process 0,006 78
GO0:0006796 phosphate-containing compound metabolic process 0,006 77
G0:0048856 anatomical structure development 0,006 74
GO0:1901564 organonitrogen compound metabolic process 0,001 73
GO0:1901135 carbohydrate derivative metabolic process 0,001 54
G0:0019637 organophosphate metabolic process 0,002 41
GO0:0055086 nucleobase-containing small molecule metabolic process 0,001 38
G0:1901566 organonitrogen compound biosynthetic process 0,005 33
GO0:0006753 nucleoside phosphate metabolic process 0,004 32
G0:1901137 carbohydrate derivative biosynthetic process 0,003 30
GO0:0009117 nucleotide metabolic process 0,008 30
G0:1901657 glycosyl compound metabolic process 0,001 26
GO0:0009116 nucleoside metabolic process 0,001 26
G0:0090407 organophosphate biosynthetic process 0,009 26
G0:1901293 nucleoside phosphate biosynthetic process 0,002 24
G0:0072521 purine-containing compound metabolic process 0,003 24
G0:0040007 Growth 0,001 22
G0:0009165 nucleotide biosynthetic process 0,003 22
G0:0007010 cytoskeleton organization 0,006 22
G0:0009119 ribonucleoside metabolic process 0,010 21
G0:0046128 purine ribonucleoside metabolic process 0,009 20
G0:0042278 purine nucleoside metabolic process 0,009 20
GO0:0072522 purine-containing compound biosynthetic process 0,001 19
G0:0051128 regulation of cellular component organization 0,008 18
GO0:0006164 purine nucleotide biosynthetic process 0,003 17
G0:0006006 glucose metabolic process 0,005 17
G0:1901659 glycosyl compound biosynthetic process 0,005 17
G0:0009163 nucleoside biosynthetic process 0,005 17
G0:0042455 ribonucleoside biosynthetic process 0,005 17
G0:0046129 purine ribonucleoside biosynthetic process 0,004 16
G0:0042451 purine nucleoside biosynthetic process 0,004 16
G0:0046390 ribose phosphate biosynthetic process 0,009 16
G0:0009260 ribonucleotide biosynthetic process 0,009 16
G0:0016049 cell growth 0,001 i
G0:0009152 purine ribonucleotide biosynthetic process 0,008 15
G0:0040008 regulation of growth 0,003 14
G0:0009611 response to wounding 0,007 12
G0:0048589 developmental growth 0,001 11
G0:0001558 regulation of cell growth 0,003 11
G0:0045454 cell redox homeostasis 0,006 11
G0:0042060 wound healing 0,009 9

G0:0033333 fin development 0,007 7

Los resultados correspondientes al analisis ontoldgico de procesos bioldgicos para genes
con expresién disminuida en ayuno en relacién a peces alimentados con la dieta H'L'LS estan

indicados en la tabla 16. Al analizar el listado de téminos afectados se observa que la cantidad de
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procesos bioldgicos relacionados con una disminucion en la expresion génica es bastante superior
a la cantidad de términos ontoldgicos basados en genes que presentaron una regulacion o
expresién positiva. El listado incluye once anotaciones relacionadas con el desarrollo y la
regulacién del crecimiento celular (GO: 0048589; GO: 0001558) que disminuyeron su expresion en
ayuno, como el gen que codifica para la proteina 2-A-like isoforma 3 de unién al factor de
crecimiento tipo insulina, el cual presentdé una disminucion de 2 veces respecto a los peces
alimentados con la dieta H'L'L. En esta misma linea y considerando la escasez de desarrollo
somatico de los peces mantenidos en esta condicidn, otros procesos estrechamente relacionados
con el desarrollo y el crecimiento también se vieron afectados, como es el caso de la organizacién
de componentes celulares (GO: 0016043) para el cual fueron identificadas 80 anotaciones. Entre
éstas destacan genes que codifican para la proteina colageno alfa-1(V) y formina-like proteina 3-
like, las cuales presentaron una expresion génica disminuida en 3,9 y 1,3 veces respecto a la
ingesta de dieta rica en proteina. Ademas, se identificaron 74 anotaciones en el proceso de
desarrollo de estructuras anatémicas (GO: 0048856), incluyendo genes que codifican para la alfa-
2-macroglobulina-like proteina 1-like y proteina matriz Gla, los cuales disminuyeron su expresion
en 3y 2,5 veces respectivamente. Por otra parte, en el proceso de crecimiento y organizacion del
citoesqueleto (GO: 0040007; GO: 0007010), se identificd el gen que codifica para la proteina
timosina beta-4-like, la cual experimento una disminucidn de 2,5 veces respecto a la dieta HPL'LS,
ademads de genes que codifican para la isoforma X1 supervilin y la aurora quinasa B-like, las cuales

presentaron una disminucion de 2,7 y 2,5 veces respectivamente.

El analisis ontoldgico de los componentes celulares para los cuales la expresidn génica fue al
alza en los peces mantenidos en condicidén de ayuno respecto a peces alimentados con la dieta
HPL'LS, se presenta en la figura 31. En dicha figura se encuentran representadas las localizaciones
subcelulares en donde se ubican los productos génicos identificados mediante el andlisis

transcriptémico realizado. Un total de 392 anotaciones fueron identificadas a nivel celular.
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GO:0016020
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Figura 31. Andlisis GO correspondiente a componentes celulares en funcién de genes con expresidon

diferencial incrementada en el musculo esquelético de peces en ayuno respecto a los alimentados con la
dieta H'L'LS. Lineas de color azul oscuro muestran los términos relacionados y asociados. Los procesos que
son “parte de” estan conectados mediante la linea de color celeste. La intensidad de colores de los cuadros
que sefialan las categorias, representan niveles significativos, siendo los colores mas oscuros los mas

significativos.
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Anadlisis funcional de GO correspondiente a la expresion génica en musculo esquelético de

peces en ayuno y peces alimentados con la dieta MPH'L®

Analisis de ontologia génica tras comparar la expresion génica de peces mantenidos en
condicion de ayuno con la observada en peces alimentados con una dieta de composicion
intermedia de proteina, rica en lipidos y pobre en carbohidratos, M H'LS. En la figura 32 se indican
las categorias de genes que incrementan su expresidn, representados en términos de funciones
moleculares. Se identificd un total de 382 anotaciones asociados a funciones moleculares como
genes implicados en la interaccién con acidos nucleicos y la de unién a compuestos heterociclicos
(GO: 0003676; GO: 1901363). Otra funcidn con una alta representatividad de genes fue la
actividad transferasa (GO: 0016740) para la cual fueron identificadas 105 anotaciones con
regulacién positiva, como los genes que codifivan para la enzima tiosulfato sulfurotransferasa-like
y dimetiladenosina transferasa 1, mitocondrial-like isoforma X1, que fueron expresadas

diferencialmente con 5,7 y 6,5 veces de induccion respectivamente.
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Figura 32. Analisis GO correspondiente de las funciones moleculares en funcién de genes con expresidn
diferencial incrementada en el musculo esquelético de peces en ayuno respecto a los alimentados con la dieta
MPH'LE. Lineas de color azul oscuro muestran los términos relacionados y asociados. Los procesos que son “parte
de” estan conectados mediante la linea de color celeste. La intensidad de colores de los cuadros que sefialan las

categorias, representan niveles de significativos, siendo los colores mas oscuros los mas significativos.
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Respecto al analisis de genes que presentaron una disminucion de expresiéon en ayuno

respecto a la alimentacién con la dieta MPH'LS, en la figura 33 se observa que las funciones

relacionadas con la unién a proteinas (GO: 0005515) implicaban 192 anotaciones, por lo que

corresponde a la categoria con mayor numero de anotaciones. Otra funcién que presentd una

disminucidn significativa en la expresién de los genes identificados fue la actividad antioxidante

(GO: 0016209). Asimismo, el término ontoldgico relacionado con la regulacion de actividad

enzimatica (GO: 0004857), incluyd un total de 17 anotaciones con expresion disminuida, entre

estos podemos mencionar los que codifican para la proteina reguladora redox FAM213A isoforma

X1, la proteina peroxiredoxina-4-like y la peroxiredoxina 1, que presentaron una disminucién en su

expresion génica de 2,4 veces en el caso de las dos primera proteinas mencionadas y 2,6 veces en

la peroxiredoxina 1.
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Figura 33. Analisis GO
correspondiente de las funciones
moleculares en base a genes con
expresion diferencial disminuida en
el musculo esquelético de peces en
ayuno respecto a los alimentados
con la dieta MPH'LS. Lineas de color
azul oscuro muestran los términos
relacionados y asociados. Los
procesos que son “parte de” estan
conectados mediante la linea de
color celeste. La intensidad de
colores de los cuadros que sefalan
las categorias, con niveles de
expresion significativos ,siendo los
colores mds oscuros los mas

significativos



La tabla 17 presenta las categorias ontoldgicas en relacion a procesos bioldgicos resultantes
al comparar la expresién de genes con expresion incrementada en musculo esquelético de peces
en ayuno respecto a la de peces alimentados con la dieta M"H'L". Podemos destacar el gran
numero de genes con regulacidén positiva asociados a procesos metabdlicos (GO: 0008152), con
278 anotaciones. Mediante este analisis se han identificado, ademas, procesos metabdlicos
celulares (GO: 0044237), con 220 anotaciones, procesos metabdlicos asociados al procesamiento
de RNA no codificante (ncRNA) (GO: 0034470), 17 anotaciones, y el procesamiento de RNA
ribosomal (rRNA) (GO: 0006364), 12 anotaciones.

Tabla 17. Resumen de los términos ontoldgicos asociados a los procesos bioldgicos con expresidn
diferencial incrementada en musculo esquelético al comparar la condicién de ayuno y la de alimentacion de

los peces con la dieta MPH'LE.

ID GO Término Ontoldgico Valor P Rics .
anotaciones

G0:0008152 metabolic process 0,002 278
G0:0044238 primary metabolic process 0,006 228
G0:0044237 cellular metabolic process 0,001 220
G0:0043170 macromolecule metabolic process 0,001 181
G0:0044260 cellular macromolecule metabolic process 0,001 167
GO0:0010467 gene expression 0,001 94
G0:0016070 RNA metabolic process 0,001 61
GO0:0006396 RNA processing 0,002 27
G0:0022613 ribonucleoprotein complex biogenesis 0,001 19
G0:0034660 ncRNA metabolic process 0,002 19
G0:0030163 protein catabolic process 0,004 18
G0:0042254 ribosome biogenesis 0,001 17
G0:0034470 ncRNA processing 0,001 17
G0:0044257 cellular protein catabolic process 0,007 16
G0:0051603 proteolysis involved in cellular protein catabolic process 0,007 16
G0:0016072 rRNA metabolic process 0,001 12
GO0:0006364 rRNA processing 0,001 12
G0:0051173 positive regulation of nitrogen compound metabolic process 0,007

G0:0006644 phospholipid metabolic process 0,003 8

En la tabla 18 se muestra el analisis de las categorias ontoldgicas de los genes que
mostraron expresion disminuida en la expresion diferencial al comparar la condicién de ayuno y la
de alimentacién con dieta MPH'L. En ella destaca la presencia de genes relacionados con el
crecimiento (GO: 0040007) y el ciclo celular (GO: 0007049) identificando 20 y 31 anotaciones

respectivamente, como los genes que codifican para la proteina aurora quinasa, la proteina
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G2/mitética-ciclina especifica-B1, la proteina de control de division celular y la proteina de
mantenimiento estructural del cromosoma, que presentaron una disminucion de 2,8; 3; 3,1y 3,4
veces en comparaciéon con los peces alimentados con la dieta MPH'LS. Dentro de los términos
anotados el que presentd una diferencia significativa mayor (valor P=0,0003) fue el relacionado

con el cambio conformacional del DNA (GO: 0071103).

Tabla 18. Resumen de los términos ontoldgicos asociados a los procesos bioldgicos con expresidn

. . . . . . s . .. . P,LC
diferencial disminuida al comparar la condiciéon de ayuno y la de alimentacién con dieta M H'L".

ID GO Término Ontoldgico Valor P ek )
anotaciones

G0:0044699 single-organism process 0,0079 279
G0:1901564 organonitrogen compound metabolic process 0,0021 65
GO0:1901135 carbohydrate derivative metabolic process 0,0022 51
G0:1901566 organonitrogen compound biosynthetic process 0,0064 32
G0:0007049 cell cycle 0,0014 31
G0:1901137 carbohydrate derivative biosynthetic process 0,0018 30
G0:0040007 Growth 0,0017 20
G0:0022402 cell cycle process 0,0092 20
G0:0072522 purine-containing compound biosynthetic process 0,0028 18
G0:0022403 cell cycle phase 0,0077 17
G0:0000279 M phase 0,0021 16
G0:0006164 purine nucleotide biosynthetic process 0,0071 16
G0:0000280 nuclear division 0,0010 15
G0:0048285 organelle fission 0,0017 15
G0:0000087 M phase of mitotic cell cycle 0,0021 14
G0:0007067 Mitosis 0,0021 14
G0:0009611 response to wounding 0,0060 12

G0:0045454 cell redox homeostasis 0,0046 11

G0:0071103 DNA conformation change 0,0003 9

G0:0042060 wound healing 0,0076 9

GO0:0007059 chromosome segregation 0,0097 8

G0:0033333 fin development 0,0058 7

Los procesos asociados a los componentes celulares que muestran regulacion génica al
alza al comparar la condicién de ayuno y la de alimentacién con dieta MH'L también fueron
estudiados y analizados. En la figura 34 se representan los términos ontoldgicos, para los cuales se
identificaron 320 anotaciones relacionadas con componentes celulares (GO: 0005623), incluyendo:
componentes intracelulares (GO: 0044424), como el complejo proteosémico (GO: 0000502)
implicado en la degradacion de proteinas. Para ésta Ultima se identificéd la expresidn de genes que
codifican para la proteina proteosoma 26S subunidad 10-/ike y la proteina proteosoma subunidad
alfa tipo-4, las cuales experimentaron una induccion en su expresion de 3,3 y 2,1 veces respecto a

los peces alimentados con la dieta M°H'L®. Otro de los componentes celulares altamente
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representado con una regulacion al alza en peces en condicion de ayuno es el relacionado con los
organelos celulares (GO: 0043226), que presentd como subcomplejos componentes

mitocondriales y de la matriz mitocondrial (GO: 0044429; GO: 0005759).
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organelle part

Figura 34. Andlisis GO correspondiente a componentes celulares en funcidn de genes con expresidén
diferencial incrementada en el musculo esquelético de peces en ayuno respecto a los alimentados con la
dieta MPH'L". Lineas de color azul oscuro muestran los términos relacionados y asociados. Los procesos que
son “parte de” estan conectados mediante la linea de color celeste. La intensidad de colores de los cuadros
que sefialan las categorias, representan niveles significativos, siendo los colores mdas oscuros los mas

significativos.
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Los términos asociados a los componentes celulares con genes que presentaron una
regulacion negativa en los peces en ayuno en relacion a los alimentados con la dieta MPH'L  estan
incluidos en la figura 35. Se identificaron 34 anotaciones asociadas con el citoesqueleto (GO:
0005856). Los genes relacionados con este término cumplen varias funciones de importancia en la
formacién y el mantenimiento de filamentos intermedios, microfilamentos y microtdbulos con
fines estructurales asi como también con el movimiento y la divisidn celular. Entre los genes
identificados en este término GO, se encuentra el gen que codifica para la proteina BRICK1-like
isoforma 1y el que codifica para tubulina beta-4 like, las cuales presentaron una disminucién en su

expresion de 2,1y 2,3 veces en los peces en ayuno.
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Figura 35. Andlisis GO correspondiente a componentes celulares en funcidn de genes con expresidén
diferencial disminuida en el musculo esquelético de peces en ayuno respecto a los alimentados con la dieta
MPH"LE. Lineas de color azul oscuro muestran los términos relacionados y asociados. Los procesos que son
“parte de” estdn conectados mediante la linea de color celeste. La intensidad de colores de los cuadros que
sefialan las categorias, representan niveles significativos, siendo los colores mas oscuros los mas

significativos.
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Andlisis funcional de GO correspondiente a la expresion génica en musculo esquelético de

peces en ayuno y peces alimentados con la dieta L’L'"H®

El andlisis ontoldgico también fue realizado comparando la expresion diferencial de los
genes correspondientes a la comparacién entre peces mantenidos en ayuno y peces alimentados
con una dieta rica en carbohidratos y pobre en proteinas y lipidos (L°L"HC). Los términos para
funciones moleculares asociados a productos génicos al alza en ayuno se encuentran
representados en la figura 36. En la figura 33 se puede observar que los términos encontrados son
similares a los que se identificaron al realizar la comparativa entre ayuno y alimentacién con una
dieta de niveles medios de proteina, rica en lipidos y pobre en carbohidratos (MPH'LS). Al realizar
la comparativa con la dieta MPH'L® aparecen tres términos adicionales, que corresponden a la
unién de iones de zinc (GO: 0008270), con 64 anotaciones, la funcion molecular de union de ATP
(GO: 0005524) y por ultimo, la funcién que tiene relacién con la actividad helicasa dependiente de

ATP (GO: 0008026), cuya principal funcién es el desnaturalizar el diplex de DNA o DNA-RNA.
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Las funciones moleculares analizadas asociadas a genes que presentaban expresion
disminuida en ayuno en relacién a la alimentacién con la dieta L°L'H" se representan en la figura
37. Los procesos en que se identificd el mayor nimero de genes regulados correspondieron al
término relacionado con la unién a proteinas (GO: 0005515), con los subcomplejos de union a
proteinas del citoesqueleto (GO: 0008092) y la funcionalidad de la actina (GO: 0003779),
contabilizando un total de 177 anotaciones. La actividad antioxidante (GO: 0016209) también se
vio incluida en la regulacion negativa de los genes asociados al término funcién molecular. En el
término unidn a proteinas del citoesqueleto (GO: 0008092) podemos destacar la identificacion del
gen que codifica la proteina anexina A2-B-like isoforma X1 y la proteina dineina cadena ligera 2,
citoplasmatica isoforma X1, las cuales presentaron una disminucion de 2 y 2,1 veces en su

expresion.
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Figura 37. Analisis GO correspondiente a funciones moleculares basado en funcidn de genes con expresion
diferencial disminuida en el musculo esquelético de peces en ayuno respecto a los alimentados con la dieta
L°L'HE. Lineas de color azul oscuro muestran los términos relacionados y asociados. Los procesos que son
“parte de” estdn conectados mediante la linea de color celeste. La intensidad de colores de los cuadros que
sefialan las categorias, representan niveles significativos, siendo los colores mas oscuros los mas

significativos.
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En lo que respecta al analisis y representacion de los procesos bioldgicos correspondientes a
los genes que presentaron expresion incrementada en ayuno en comparacion con la de los peces
alimentados con la dieta L°L'H® (Figura 38), destacan principalmente los procesos metabdlicos
(GO: 0008152), con 297 anotaciones que incluyen procesos metabdlicos a nivel celular (GO:
0044237) y procesos metabdlicos primarios (GO: 0044238). De forma similar a lo observado en el
analisis realizado al comparar la condicién de ayuno frente a los peces alimentados con la dieta
con niveles medios de proteina, aparecieron representados los términos relacionados con el
procesamiento de RNA no codificante (ncRNA) (GO: 0034470) y RNA ribosomal (rRNA) (GO:
0006364), identificandose un total de 24 anotaciones para dichos términos o procesos bioldgicos,
entre los que identificamos el gen que codifica para la proteina dimetiladenosina transferasa 1
mitocondrial-like isoforma X1(6,7), y para la proteina 3 transducina beta-like isoforma X1, las
cuales incrementaron 6,7 y 3,4 veces respectivamente en peces en ayuno respecto a los

alimentados con la dieta L"L'"H".

133



VET

"SOAI1BI1}IUSIS SEW SO| SOJNISO SEW S240|0J SO| OPUdIS ‘SOA[IeIJIUSIS
S9JaAIU Uejuasaldal ‘sej 083 3ed se| uejeyas anb SOJPENd SO| AP S40|0d AP PepPISUSIU| B "91S|9D 100D dP BAUJ| B| SIUBIPAW SOPELIIBUOD UR)Sd ,ap dMed,, uos
anb s0s220.4d 507 'SOpeIDOSE A SOPEUOIDE|S. SOUIWLIPY SO| UBIISINW 0NISO [NZE JOJOD dP Seau] " H. 1,7 I3IP B| UOD sopejudwije Sof e 0303dsau ounAe ua sadad ap

02119|2nbsa OJNISNW |3 U BPEIUSWIIUI [BIOUSIDHIP UOISDIAXS UOD SUIS 3P SIsi|eue | Ud opeseq S02180|01q S0Sa204d dp 33U3IPUOdSaII0d OO Sisljeuy "g€ eanSi4

Es

uodsuen uizo.d

TE0STO0 0D

/\

ssadoud ssadoid
uonezielo| uoneziiedo| wajold dodsuen odsuen ssa2o.4d dl0gelaw ssaoold dijogelsw
Jnogeiaw punoduiod 2n0gelaw punodiiod
uiziead Jejnjaa 40 JuUBLIUSIgeIS? @2uejsans Juebio wisiueblio-aibuis pidii Jeinj@2 21eydsoydouebio
buiuiejue-ajeydsoud (S ULREEH LETRLT]
£T9¥E00:0D #8ISr00-09 Z0LTL00-09 S84¥700°0D GSZyr00-09 96£9000:09 LEYBTO0' 0D 6£T0000:05
_— / ‘\' :
uopezjedo| S— ssamoud ssaooud ssm0.d ssadoud
ueneziedo| uigiold uodsuesy jogelat diios Jljogelaw punodwod
JenyE ¥0T8000:0D 018900009 Sledersu snioudsoyd JloaEIzw spf0sEEy JNEL0IE JE|N|IE usBou Jenjs3 2llocErzw pid 2143 dwebio
i - - £6£9000:09 £8V9¥00:0D E . . 6Z299000-09 .
LZL0L00-0D \ SZL9000-:09 Trore00-09 09ETO6T-0D
uoez|edo| uopez|eso| uopez|eso| ssad0ud ejnjan ssaoaud JjogeaL ss8001d Jjjoqels W sssd04d Jfjogelsww
uonez|edo| Jejn|Ed
P BIN3j0LI0IIELL 10 JUsWYsI|qeISa wsebio-a/Buis wissiuebio-a|buis punodwo> usbomu wsebio-z|buis aoue)sans Jebio
' 9£0££00:0D VEZTS00:0D BLSTOBT 0D £9L¥¥00:0D £089000:09 O0TLFP00:0D YOLTL00:0D
A// - p——— ’
uopez|eao| BRRan 10 uoneziuebio s5830.d 18
BLITS00:0D wisyuebio-siuis wauedwod sen> £866000:09
6BIVHO0TOD OPBLLO0:0D

AN

ssanoud jeaibojoig

0ST8000-09D



El analisis realizado sobre los genes que presentaron expresidon disminuida en ayuno vs.
alimentacion con la dieta L'L'H® se resume en la tabla 19. Se pueden observar genes relacionados
principalmente con procesos biolégicos como el crecimiento (GO: 0040007), morfogénesis y
desarrollo de estructuras anatdmicas (GO: 0009653; 0048856), asi como también implicados en el
desarrollo del sistema circulatorio (GO: 0072359) y en procesos de division nuclear y mitosis (GO:

0000280; 0007067).

Tabla 19. Términos ontoldgicos asociados a procesos biolégicos con genes de expresion disminuida al

. ez . . s . P L,C
comparar la condicion de ayuno y la de alimentacién con la dieta L' L'H

ID GO Término Ontoldgico Valor P ek )
anotaciones
G0:0044699 single-organism process 0,0009 260
G0:0032501 multicellular organismal process 0,0021 90
G0:0044707 single-multicellular organism process 0,0027 87
G0:0048856 anatomical structure development 0,0017 69
G0:0044767 single-organism developmental process 0,0042 65
G0:1901564 organonitrogen compound metabolic process 0,0033 59
G0:0048731 system development 0,0039 55
G0:1901135 carbohydrate derivative metabolic process 0,0003 44
G0:0009653 anatomical structure morphogenesis 0,0081 39
G0:0007049 cell cycle 0,0012 29
G0:1901566 organonitrogen compound biosynthetic process 0,0097 29
G0:1901137 carbohydrate derivative biosynthetic process 0,0077 26
G0:0072358 cardiovascular system development 0,0035 21
G0:0072359 circulatory system development 0,0035 21
G0:0040007 Growth 0,0012 19
G0:0009165 nucleotide biosynthetic process 0,0086 19
G0:0001944 vasculature development 0,0008 18
G0:0001568 blood vessel development 0,0008 18
G0:0000279 M phase 0,0066 14
G0:0000280 nuclear division 0,0042 13
G0:0048285 organelle fission 0,0064 13
G0:0000087 M phase of mitotic cell cycle 0,0090 12
G0:0007067 Mitosis 0,0090 12
G0:0045454 cell redox homeostasis 0,0076 10
G0:0048589 developmental growth 0,0064 9
G0:0007059 chromosome segregation 0,0049 8
G0:0071103 DNA conformation change 0,0067 7

Los términos relacionados con la ontologia de los componentes celulares estan representados
en la figura 39, donde se observa una alta representatividad para términos principalmente
relacionados a nivel intracelular (GO: 0005622) y de membrana (GO: 0031974). Al comparar la
cantidad de términos representados con los realizados en otras condiciones, se puede concluir que el
contraste entre ayuno y alimentacién con la dieta L"L'H® dio lugar a una mayor cantidad de términos
con expresiéon diferencial significativa: 342 anotaciones fueron identificadas como componentes

celulares, de los cuales 313 son de ubicacion intracelular (GO: 0044424).
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cellular_component

Figura 39. Analisis GO correspondiente a componentes celulares en funcién de los genes con expresion diferencial
incrementada en el musculo esquelético de peces en ayuno respecto a los alimentados con la dieta L°L'HC. Lineas de
color azul oscuro muestran los términos relacionados y asociados. Los procesos que son “parte de” estan conectados
mediante la linea de color celeste. La intensidad de colores de los cuadros que sefialan las categorias, representan

niveles significativos, siendo los colores mas oscuros los mas significativos.
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Los términos ontoldgicos con expresion diferencial de genes a la baja relacionados con
componentes celulares estdn representados en la figura 40. Se dentificaron 199 anotaciones
relacionadas con la membrana (GO: 0016020). A su vez, para el término relacionado con la
organizacién y desarrollo del citoesqueleto (GO: 0005856) fueron identificadas 31 anotaciones con
expresidon génica a la baja, destacando el gen que codifica actina gamma 1, la cual disminuyé en 3,6

su expresion génica.
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Figura 40. Analisis GO correspondiente a componentes celulares en funcién de genes con expresion diferencial

. . . ’ sae . . P L ,C |/
disminuida en el musculo esquelético de peces en ayuno respecto a los alimentados con la dieta L' L'H". Lineas
de color azul oscuro muestran los términos relacionados y asociados. Los procesos que son “parte de” estdn
conectados mediante la linea de color celeste. La intensidad de colores de los cuadros que sefialan las

categorias, representan niveles significativos, siendo los colores mas oscuros los mas significativos.

4.6 EFECTO DEL AYUNO Y LA COMPOSICION DE LA DIETA EN LA EXPRESION DE GENES CLAVE EN
EL CRECIMIENTO EN MUSCULO ESQUELETICO EN DORADA

Los resultados obtenidos mediante los datos transcriptomicos de musculo esquelético de
dorada, han otorgado informacidn valiosa en cuanto a procesos y vias metabdlicas implicadas en la
regulacién de diferentes funciones fisioldgicas, por medio de la utilizacién de herramientas

ontoldgicas, y a través de la base de datos de vias metabdlicas KEGG. Debido al caracter general de la
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informacién obtenida de los datos transcriptémicos, y por medio de la utilizacién de la tecnologia de
microarrays pudimos analizar la expresion génica en diferentes condiciones de alimentacién y/o
mantenimiento de los peces. Nuestros resultados indican que la mayor cantidad de genes
expresados diferencialmente se observé al realizar la comparacién de los peces en ayuno frente a los
peces alimentados con las diferentes dietas experimentales, lo cual es esperable debido a las
diferencias extremas que presentaron las dos condiciones de mantenimiento. Por otra parte, al
comparar y analizar los datos de expresion diferencial entre dietas mediante la GO, fue posible
observar la presencia de un menor nimero de genes comparado con los anotados entre peces en
ayuno y alimentados con las tres dietas experimentales. Sin embargo, los resultados dan cuenta de
una expresion diferencial en los genes anotados en la GO al comparar las dietas de alto contenido en
carbohidratos y baja proporcién de proteina y lipidos con la dieta de alta cantidad de proteinas y baja
cantidad de lipidos y carbohidratos. Por otra parte, en términos de crecimiento somatico los
resultados indican una regulacion metabdlica en funcién de la presencia de los macronutrientes en
las dietas suministradas. El analisis GO de los microarrays permite resaltar el efecto del estado
nutricional, de manera muy clara en el caso del ayuno, sobre la expresion de genes implicados en
crecimiento, desarrollo, morfogénesis y ciclo celular en musculo esquelético de S. aurata. Estos
cambios fueron corroborados mediante el andlisis por RT-gPCR de genes especificos de crecimiento
cuyas secuencias fueron obtenidas a partir de nuestros datos transcriptémicos, asi como también de

las bases de datos publicas.

Nuestros resultados indican que en musculo esquelético de juveniles de dorada, el ayuno y la
alimentacién con las dietas HL'LS, MPH'L® y L"L'H® durante 23 dias (experimento 1) afectaron la

expresion de genes relacionados con la familia de MRFs.
4.6.1 Efecto del ayuno y la composicion de la dieta en la expresién génica de MyoD2 y Myf5

El ayuno promovidé un descenso significativo de los niveles de mRNA de MyoD2 y Myf5
respecto a los peces alimentados. La expresion del gen MyoD2 en los peces en ayuno descendid un
90 % respecto a los valores observados en los peces alimentados con la dieta MPH'LS. De manera
similar, los peces mantenidos en condicién de ayuno mostraron una disminucién en la expresién del
gen Myf5, mostrando el 68 % de la correspondiente a los peces alimentados con la dieta MPH'L". En
cuanto al efecto de la composicidon de la dieta, los mayores niveles de expresién de ambos genes
fueron observados en los peces alimentados con las dietas MPH'L" y HPL'L. En cuanto a la expresidn
del gen MyoD2 observamos diferencias significativas entre los peces alimentados con dichas dietas y

los que habian sido alimentados con la dieta de baja inclusién de proteina (L°L'HS). Sin embargo, no
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se detectaron diferencias significativas en la expresién del gen Myf5 entre los peces alimentados con

los tres tipos de dietas (Figura 41).
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Figura 41. Expresion de MyoD2, Myf5, Miogenina y Myf6 en musculo esquelético de juveniles de
Sparus aurata en ayuno o alimentados con las dietas HPLLLC, MPH'L® y L°L'"H® durante23 dias. Los niveles
de mRNA de cada gen fueron determinados mediante gRT-PCR. El nivel mRNA de cada gen se
normalizd utilizando RNA ribosomal 18S. Los resultados se expresan como la media + DE (n= 4-6
peces). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre las

diferentes condiciones. u.a.: unidades arbitrarias.

4.6.2 Efecto del ayuno y la composicion de la dieta en la expresion génica de Miogenina y Myf6

Los peces que habian permanecido en ayuno presentaron un descenso en la expresion de
miogenina de un 48 % respecto a los alimentados con la dieta de mayor contenido proteico. La
expresion génica de miogenina mostrd los valores mas elevados en musculo de los peces
alimentados con la dieta de mas alto contenido en proteina (H"L'L%), siendo el nivel de expresién
significativamente diferente al de los peces alimentados con la dieta L°L'HS. La expresion de
miogenina a nivel de mRNA fue un 16 % mas elevada en los peces alimentados con la dieta H’L'Len

comparacién con los que ingerian la dieta de bajo contenido proteico (L°L'H) (Figura 42).

Los niveles de mRNA observados para el gen Myf6 en los peces alimentados con las diferentes
dietas fueron similares. Si bien no se detectaron diferencias significativas entre los valores en peces

alimentados con la dieta M H'L® y los mantenidos en condicién de ayuno, los alimentados con dietas
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HPL'LS y LPL'HC presentaron una expresion 35y 38 % superior al de los peces que permanecieron en

ayuno (Figura 41).

4.6.3 Efecto del ayuno y la composicion de la dieta en la expresion génica de miostatina y

folistatina

Con el fin de identificar genes que pueden modular y estar implicados en la regulacién del
crecimiento en musculo esquelético de S. aurata, se analizé la expresion de Mst y Fst. En la figura 43
se observa que la expresion de Mst disminuyd en peces alimentados con la dieta de niveles medios
de proteina MPH'LE (figura 42A). Siendo esta la dieta que presenté los mejores parametros de
crecimiento. En los grupos de peces alimentados con las dieta H°L'LSy L°L'HS, la expresidn de Mst fue
mas elevada que en los peces alimentados con la dieta MH'L, valores un 65 %y 71 % superiores en
los peces alimentados con las dietas H'L'Ly L°L'HS, respectivamente. Sin embargo, no se detectaron

diferencias significativas entre los peces alimentados con la dieta MPH'L y los peces en ayuno.

En lo que respecta a la Fst, los peces alimentados con las dietas H°L'L“y MPH'L muestran una
expresion mas elevada que los alimentados con la dieta L’L'H® y los peces mantenidos en ayuno
(Figura 42B). En los peces en ayuno, los niveles de mRNA fueron un 50 % de los valores observados
en el musculo esquelético de los peces alimentados con la dieta HL'LS. No se observaron diferencias
significativas entre los peces alimentados con la dieta de mas bajo contenido en proteina y los

sometidos a ayuno ni entre los alimentados con las dietas de contenido alto y medio de proteina.
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Figura 42. Niveles de mRNA de genes de la superfamilia de factores transformantes de crecimiento-
(transforming growth factor-6, TGF-B) en musculo esquelético de Sparus aurata:(A) Mst y (B) Fst. Los
resultados fueron determinados mediante qRT-PCR. Los niveles de mRNA de los diferentes genes relativo a

los niveles de RNA ribosomal 18S se expresan como la media + DE en musculo esquelético procedentes de 4
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a 6 peces. Letras diferentes sobre las barras de desviacién indican diferencias significativas (P < 0,05) entre

las diferentes condiciones. u.a.: unidades arbitrarias.

4.6.4 Efecto del ayuno y la composicidn de la dieta sobre los perfiles de expresion génica de los

receptores 1y 2 de GH, IGF-1 y GLUT4

Con la finalidad de determinar el efecto de la composicion de la dieta sobre la expresion de
receptores de GH, se analizaron los niveles de expresion génica de GHR1 y GHR2. La expresion de
ambos genes en musculo esquelético se vio afectada por la composicidn de la dieta (Figura 43).
GHR1 mostro valores de expresiéon un 41 % mas elevado en los peces alimentados con la dieta de
mayor contenido de proteinas. Entre las dietas MPH'L y L°L'H no se observaron diferencias
significativas. Los niveles de expresién mdas bajos correspondieron a los peces mantenidos en
ayuno, con un descenso del 75 % respecto a la dieta H'L'L (Figura 43A). En relacién a la expresion
de GHR2, los valores mas bajos se detectaron en peces alimentados con dietas de alto y medio
nivel de inclusién de proteinas (H'L'L" y MPH'LS), presentando en ambos casos un descenso en la
expresion del 46 % en comparacidn con los peces alimentados con la dieta L°L'HS. En los peces en
situacién de ayuno, la expresion de GHR2 mostrd valores muy superiores a los observados en los
peces alimentados, con niveles de expresion un 75 % superiores a los de los peces alimentados

con la dieta MPH'L® (Figura 43B).

Asimismo, se determind el efecto de las diferentes condiciones nutricionales en los niveles
de mRNA de IGF-1 en musculo esquelético de S. aurata. Los niveles de expresién mas elevados se
detectaron en peces alimentados con las dietas que mostraron los mejores perfiles de
crecimiento, los alimentados con las dietas M°H'L® y HL'LS (Figura 43C). Las doradas que
permanecieron en condiciones de privacién de alimento experimentaron un descenso
significativo en los niveles de mRNA de IGF-1 de un 85 % en relacion a los valores de peces

alimentados con la dieta M"H'L".

Por otra parte, los niveles de expresidon de GLUT4 mas elevados se detectaron en los peces

. . P, L, C . o .
alimentados con la dieta H'L'L", que presentaban un incremento del 43 % en los niveles de mRNA
respecto a de los peces alimentados con la dieta L'L'H®. La expresién de GLUT4 en peces
alimentados descendié a medida que disminuia la cantidad de proteina en la dieta. Sin embargo,
los valores de expresion en peces en ayuno mostraron niveles similares a los de los alimentados

con las dietas H°L'L® y MPH"L® (Figura 43D).
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Figura 43. Niveles de mRNA de (A) GHR1, (B) GHR2, (C) IGF-l y (D) GLUT4 en musculo esquelético de S.
aurata. Los valores fueron determinados mediante qRT-PCR. Los niveles de mRNA de los diferentes genes
relativos a los niveles de RNA ribosomal 18S, se expresan como la media + DE en musculo esquelético
procedentes de 4 a 6 peces. Letras diferentes sobre las barras de desviacién indican diferencias

significativas (P < 0,05) entre las diferentes condiciones. u.a.: unidades arbitrarias.

4.6.5. Efecto del ayuno y la composicion de la dieta en las vias de sefializacion Akt/TOR en musculo

esquelético

El efecto del estado nutricional y la composicién de la dieta se ha estudiado también sobre la
regulacion de la via de sefializacion Akt/TOR. La expresion de mTOR a nivel de mRNA mas elevada en
musculo de S. aurata correspondié a peces alimentados con la dieta de mds alto contenido de
proteina, mientras que en los peces en situacion de ayuno y los alimentados con la dieta L"L'"H se
observaron niveles de mRNA significativamente bajos, 57 % y 51 %, respectivamente, comparados

con los detectados tras la ingesta de la dieta HPL'L® (Figura 44A).

La distribucidn tisular de mTOR en diferentes tejidos de S. aurata fue determinada en bazo,

branquias, cerebro, corazdn, tejido adiposo, higado, intestino, musculo esquelético y rifién mediante
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RT-gPCR. Los valores de expresién mas elevados correspondieron a musculo esquelético seguido de
cerebro y corazén, mientras que los mas bajos se detectaron en higado, tejido adiposo e intestino
(Figura 44B). Por otra parte, el patrén de expresion de Akt y S6 en musculo esquelético mostré un
comportamiento similar al indicado para mTOR (Figuras 44C y D). Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en la expresidén de Akt entre peces alimentados y en ayuno. Con la finalidad
de validar el comportamiento del efecto de los diferentes tratamientos, se analizd fosforilacion y
proteina total para Akt y S6 mediante la aplicacidn de la técnica Western blot en musculo esquelético

de juveniles de dorada.
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Figura 44. Niveles de mRNA de genes presentes en la via de sefializacién Akt/TOR en musculo esquelético
de S. aurata. (A) mTOR, (B) Expresién de mTOR en diferentes tejidos, (C) Akt y (D) S6. Los valores fueron
determinados mediante gRT-PCR. Se presentan los niveles de mRNA de los diferentes genes relativos a los
niveles de RNA ribosomal 18S, mediante la media + DE para musculo esquelético procedentes de 4 a 6
peces. Letras diferentes sobre las barras de desviacidn indican diferencias significativas (P < 0,05) entre las

diferentes condiciones. u.a.: unidades arbitrarias.

Como se observa en la figura 45A, los peces alimentados con dietas de contenido alto y

medio de proteina (H'L'Ly MPH'LS) mostraron un grado superior de fosforilacidn en la Serina473 de
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Akt que los alimentados con la dieta L°L'HS, lo que indicaria mayor activacidn. Por otra parte, en los
peces en ayuno la fosforilacidnde Akt fue similar a la correspondiente a los alimentados con dietas
HPL'LSy MPH'LE. La proteina S6 mostré valores de fosforilacion en Serina240/244 significativamente
mas elevados en los peces alimentados con la dieta MPH'L® que los peces alimentados con las dietas
HPL'LS y L°L'H® y los mantenidos en ayuno (Figura 45B). El grado de fosforilacion de S6 en
Serina240/244 en peces alimentados con las dietas H'L'L y L°L'H® fueron un 76 y 93 % inferiores al
observado en los alimentados con la dieta MPH'LS. Por otra parte, la fosforilacién de S6 fue
practicamente indetectable en las muestras procedentes de peces que habian permanecido en

ayuno.
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Figura 45. Efecto de la composicion de la dieta y el ayuno en la fosforilaciéon de las proteinas Akt y S6,
detectada mediante Western blot en musculo esquelético de S. aurata. En ordenadas se representa la
relacion entre proteina fosforilada y proteina total. Los resultados corresponden a la media + DE (n=4
peces). Letras diferentes sobre las barras de desviacién indican diferencias significativas (P < 0,05) entre las

diferentes condiciones. .

4.6.6 Efecto del ayuno y la composicion de la dieta en la expresidon de genes relacionados con

autofagia

Después de 23 dias de ayuno, los niveles de mRNA correspondientes a los genes gabarapl1 y
LC3B mostraron valores de expresion significativamente incrementados en relacion a los peces
alimentados con las dietas H'L'Ly M H'L. En los peces alimentados con las dieta de bajo contenido
de proteina (L"L'H) los valores fueron similares a los de los peces en ayuno, tratamientos en que los
peces mostraron los perfiles de crecimiento mas bajos comparado con las otras dietas suministradas.
Para ambos genes, se observd que los niveles de expresion fueron mdas bajos en los peces

alimentados con las dietas que promovieron mayor crecimiento de los peces (dietas H'L'L y MH'L%)
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(Figura 46 A y B), no mostrando diferencias significativas la expresion de gabarapl1 y de LC3B en las

muestras de peces alimentados con dichas dietas.
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Figura 46. Efecto de la composicidn de la dieta y el ayuno en la expresidn de genes relacionados con
autofagia en musculo esquelético de S. aurata. (A) Gabarapll y (B) LC3B. Los valores fueron
determinados mediante qRT-PCR. Los niveles de mRNA de los genes son relativos a los niveles de RNA
ribosomal 18S, siendo expresados como la media + DE en musculo esquelético procedentes de 4 a 6
peces. Letras diferentes sobre las barras de desviacién indican diferencias significativas (P < 0,05) entre

las diferentes condiciones. u.a.: unidades arbitrarias.
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5 DISCUSION
5.1 TRANSCRIPTOMA DE MUSCULO ESQUELETICO DE DORADA

En los ultimos afos, las investigaciones y la comprension del transcriptoma asociado a las
distintas etapas del desarrollo y condiciones de crecimiento de diferentes especies de organismos
qgue no representan modelos de experimentacion han crecido enormemente. En esta linea, estudios
a nivel gendmico y transcriptémico relacionados con las condiciones nutricionales han sido realizados
en algunos peces teledsteos, como es el caso del bacalao del Atlantico (Gadus Morhua) (Morais et
al., 2012), salmén del Atlantico (Salmo salar) (De Santis et al., 2015), y trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss) (Olsvik et al., 2013).

En S. aurata son escasos los trabajos transcriptdmicos relacionados con el efecto del estado
nutricional. Garcia de la Serrana et al. (2012) estudiaron el transcriptoma en el musculo esquelético
de doradas adultas y juveniles. Estos uUltimos, mantenidos en acuarios a diferentes temperaturas (21,
11 y 33 °C) y alimentados con una dieta comercial. El presente estudio, representa la primera
caracterizacion transcriptdmica realizada, mediante la plataforma de pirosecuenciacién 454, de una
biblioteca de cDNA normalizada construida a partir de RNA total aislado de muestras de juveniles de

S. aurata en ayuno y alimentados con dietas de diferente composicién nutricional.

En el presente estudio, hemos obtenido 691433 lecturas de elevada calidad a partir de dos
rondas de secuenciacién de sendas bibliotecas de cDNA normalizadas de musculo esquelético de
dorada. La realizacién de dos rondas obedecié a que el run 1 generd un nimero y tamafio de lecturas
bastante limitado, probablemente debido a la utilizacidn por parte del servicio de secuenciacién de
un protocolo para el que no tenian experiencia previa. Ante esto, se realizdé una segunda ronda de
secuenciacién (run 2) utilizando el protocolo correspondiente a una versidn del kit de la casa
comercial Evrogen (Moscu, Rusia), para el que si tenian experiencia previa, y con el cual se
obtuvieron resultados muy mejorados y de elvada calidad. De esta manera, el nimero de lecturas
que proporciond el run 2 fue un 93% mayor que el run 1. El nimero de pares de bases leidas del run
2 fue superior en un 80% respecto al run 1. Sin embargo a pesar de presentar una cobertura limitada,
la calidad de los datos obtenidos en el run 1 permitié su uso y analisis en conjunto con los datos del
run 2. La longitud promedio de nuestras secuencias considerando ambas rondas de secuenciacidn
(run 1 + run 2) en la etapa previa a la eliminacién de oligonucleétidos y adaptadores fue de 399 pb,
valor superior al promedio de los tamafios de secuencias reportados para peces, como 345 pb para
trucha arcoiris (0. mykiss) o 317,8 pb para rodaballo (Scophthalmus maximus) (Salem et al., 2010;

Pereiro et al., 2012). Nuestros resultados en el run 2 (508 pb) fueron similares a los presentados por
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Chen et al. (2015) en pez gato (Pelteobagrus fulvidraco), que indican un tamano promedio en las

secuencias de 449,5 pb.

En un trabajo realizado por Calduch-Giner et al, (2013) con S. aurata alimentadas con una
dieta comercial, se analizé el transcriptoma de diversos tejidos, entre los cuales en musculo
esquelético la longitud media de las secuencias obtenidas, previo al ensamblado, fue de 294 pb, valor
significativamente menor al observado en nuestro estudio. Cuando dichos autores analizaron el
tamafio de las secuencias obtenidas después de realizar el proceso de ensamblado, que tiene como
finalidad alinear los multiples fragmentos obtenidos en el proceso de pirosecuenciacién, la longitud
promedio de las secuencias que obtuvieron fue de 968 pb. Esta longitud es similar a la obtenida por
Garcia de la Serrana et al. (2012), quien en juveniles de S. aurata alimentados con una dieta
comercial y mantenidos en acuarios a una temperatura de 21 °C obtuvieron una longitud media de
936 pb. En nuestros estudios con S. aurata, la longitud media de los contigs fue de 1281 pb para el
transcriptoma de musculo esquelético y de 1237 pb para el transcriptoma incrementado hibrido. En
el caso de los isotigs, nuestros resultados indicaron una longitud promedio de 1390 pb en musculo y
1330 en el hibrido. Garcia de la Serrana et al. (2012) reportaron un valor N50, longitud en pb de al
menos el 50 % de las secuencias ensambladas, de 1269 pb. En otras especies, en las cuales se ha
utilizado la plataforma de secuenciacidn 454 se han reportado valores de N50 variables. Por ejemplo,
Pereiro et al. (2012) determinaron una N50 de 756 pb en rodaballo, mientras que Garcia de la
Serrana y Johnston, (2013) reportaron un valor N50 de 1891 pb en salmén coho (Oncorhynchu
skisutch) transgénico. En nuestro estudio la N50 determinada para los contigs fue de 1390 pb para
musculo y 1377 pb para el hidrido. Por otra parte, la N50 de los isotigs fue 1491 pb para musculo y
1315 pb para higado. Contrastando los resultados reportados por diversos autores, para diversas

especies, nuestros valores indican que el ensamblado de nuestras secuencias es de elvada calidad.

Por otra parte, Garcia de la Serrana et al. (2012) y Calduch-Giner et al. (2013) reportan valores
inferiores a los obtenidos en nuestros estudios en lo que respecta al nimero total de lecturas
determinadas, 439734 y 447166 respectivamente. Sin embargo, es posible encontrar valores muy
dispares en los estudios realizados en otras especies de peces, como carpa comun (Cyprinus carpio)
en la cual fueron obtenidas 2116226 lecturas (Ji et al., 2012) y solea senegalense (Solea senegalensis)
para la cual se obtuvieron 3774412 lecturas. En el caso de la carpa se analizaron 12 tipos de tejidos
diferentes en un mismo pool, y en el de solea se realizd un pool de tejidos relacionados con el

sistema inmune, la capacidad de osmorregulacion y el sistema reproductor.

Del total de las secuencias obtenidas en este estudio, después de eliminar oligonucledtidos de

secuenciacién y adaptadores, el 70 % fueron ensambladas. Este porcentaje es similar al obtenido en
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S. aurata por Calduch-Giner et al. (2013) y superior al reportado por Garcia de la Serrana et al. (2012)
que lograron ensamblar el 43 % de las secuencias obtenidas. Sin embargo, a diferencia de dorada, en
otras especies de peces se ha ensamblado un porcentaje mayor de secuencias, pudiendo llegar hasta

el 88% (Chen et al., 2015).

En el presente trabajo, un total de 4799 isotigs del transcriptoma de musculo esquelético de
dorada fueron asignados a una categoria ontologica (GO). En la categoria ontoldgica de funcién
molecular, en el transcriptoma muscular observamos que las subcategorias mds representadas
fueron unién a proteinas, con un 25 % de las secuencias anotadas, unién a nucledtidos (13 %),
actividad hidroxilasa (12 %) y actividad transferasa (12 %). Resultados similares fueron descritos por
Garcia de la Serrana et al. (2012) para dorada en la categoria de funcién molecular (unién a

proteinas, 35 %; unidn a nucledtidos, 13 %; actividad hidrolasa, 13 %; y actividad transferasa, 10 %).

El andlisis KEGG llevado a cabo con nuestros datos transcriptomicos reveld una alta
representacion de secuencias que codifican para enzimas relacionadas en el proceso de fosforilacion
oxidativa, metabolismo de purinas, sefializacion del receptor de celulas T y la via de la
glucdlisis/gluconeogénesis. La diversidad de rutas y procesos metabdlicos observados en este estudio
puede ser explicado por las diferentes condiciones de mantenimiento de las doradas: ayuno
prolongado y alimentacién con dietas de diferente composicion de nutrientes. Posiblemente, las
diferentes condiciones nutricionales causan una respuesta adaptativa en el musculo esquelético de
juveniles de S. aurata, promoviendo procesos como la reparacién tisular, la organizacién del
citoesqueleto y el crecimiento (Calduch-Giner y Davey, 2010). Estas respuestas, ademas de
considerar que el musculo esquelético es un tejido con elevada demanda energética (Kunz, 2001), se
reflejan en la mayoria de los términos relacionados con los procesos biolégicos analizados en GO,
como es el caso de procesos de oxidacién-reduccidn, asi como en la alta representacién de

transcritos que participan en el proceso de fosforilacién oxidativa.

A fin de validar la utilidad de la informacidén gendmica obtenida por secuenciacion del
transcriptoma de doradas sometidas a diferentes condiciones nutricionales, nos propusimos
determinar el efecto del ayuno y la composicidn de la dieta sobre la expresién de genes
implicados en la cadena respiratoria, fosforilacidon oxidativa y translocacién de ATP desde la matriz
mitocondrial al espacio intermembrana en musculo esquelético de dorada. En el momento en que
se realizaron estos estudios, no se disponia de informacion gendmica previa en las bases de datos
para ninguno de los genes analizados a tal fin en esta tesis, consecuencia de la escasez de

informacién gendmica publica disponible para la dorada.
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En mamiferos, la regulacién y la importancia de la actividad mitocondrial ha sido
ampliamente estudiada (Zong et al.,, 2002; Gnaiger, 2009). En ratas de Lange et al. (2006)
observaron un incremento en la fosforilacion de AMPK después de seis horas de privacién de
alimento. En este sentido, AMPK es considerada un regulador central del metabolismo celular en
eucariotas, que resulta activada cuando la producciéon de ATP disminuye (Carling, 2004). En
respuesta a cambios energéticos la AMPK promueve las vias catabdlicas que son capaces de
generar ATP, e inhibe las vias anabdlicas que son consumidoras de energia (Jornayvaz y Shulman,
2010; Mihaylova y Shaw, 2012). Se ha demostrado que la activacién de AMPK en el musculo
esquelético es un precursor del incremento del citocromo C, transportador electrdnico
mitocondrial. También se ha reportado un aumento en el nimero de mitocondrias (Bergeron et

al., 2001; Jager et al., 2007).

En peces teledsteos, Fuentes et al. (2013) estudiaron la implicacidn de leptina, AMPK y la
fosforilacién oxidativa en el metabolismo celular y el crecimiento del musculo esquelético de
Paralichthys adspersus. Después de someter los peces a diferentes periodos de ayuno vy
realimentacion, los autores reportaron un incremento en la cantidad de proteina citocromo C
oxidasa (complejo IV de la cadena respiratoria) y de la ATP sintasa durante el transcurso de la
tercera semana de ayuno. Por otro lado, la expresién de NADH-ubiquinona oxidoreductasa
(complejo 1) presentd valores variables en cada semana tanto en peces en ayuno como en los
realimentados. En otro estudio realizado en ratones tratados con B-guanidinopropionico, el cual
provoca una reduccion en la relacién ATP/AMP intramuscular y simula un estado fisioldgico de
deficiencia energética, se observé un aumento en la cantidad de proteina citocromo C por
Western blot (Zong et al., 2002). Estos estudios van en la misma direccién de lo observado en
nuestros resultados con respecto a la regulacidn positiva del citocromo C oxidasa en condiciones

de ayuno.

Recientemente Bermejo-Nogales et al. (2015) analizaron 88 genes (entre ellos, 3 de los

analizados en esta tesis doctoral y que fueron publicados recientemente mientras realizabamos los

estudios de expresién génica: citocromo b-cl subunidad 10 isoforma A, NADH-ubiquinona

deshidrogenasa 1 beta subcomplejo 8 y citocromo C oxidasa subunidad 5B) relacionados con la

cadena respiratoria y la fosforilacién oxidativa en musculo esquelético, musculo cardiaco e higado de

juveniles de S. aurata mantenidos en condiciones de ayuno y realimentacion durante 10 dias. Un

componente del complejo I, la NADH-ubiquinona deshidrogenasa 1 beta subcomplejo 8 (NDUFBS),

mostré en condicién de ayuno un incremento de expresidon a nivel de mRNA. Por otra parte, la

expresion del citocromo b-c1 subunidad 10, isoforma A (UQCR11-A), componente del complejo I,

también fue superior en condiciones de privacion de alimento, comportamiento similar al que
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observamos en nuestro estudio. Los autores también determinaron la expresién de 23 genes (20
subunidades enzimaticas y 3 proteinas de ensamblaje) del complejo IV de la cadena respiratoria,
reportando un incremento para la mayoria cuando los peces se mantenian en ayuno. La CoQ10 o
ubiquinona, actua principalmente como un antioxidante, estabilizador de membrana (Zaki, 2014) y
participa en la maquinaria celular para producir ATP, proporcionando de esta manera la energia
necesaria para la contraccién muscular y otras funciones celulares vitales (Crane, 2001). Los altos
niveles de expresidn de coenzima Q 10 observados en nuestro estudio en peces alimentados, estaria
en consonancia con el incremento de su sintesis a partir de la dieta a diferencia de los peces
mantenidos en condicién de ayuno prolongado, en los cuales la produccién de energia se veria

limitada.

Resultados recientes, similares a los reportados en nuestro estudio, han demostrado que en
condiciones de ayuno la expresién de la caja de unidén a ATP esta incrementada. Kulkarni et al.
(2014), observaron tanto en hepatocitos en cultivo in vitro como en tejido hepatico de raton un
incremento en la expresién de la caja de union a ATP tras 18 horas en ayuno. El ayuno condujo a la
degradaciéon de lipidos, aumentando la acumulacidon de bilirrubina, asi como también de acidos
biliares y nucledtidos ciclicos, los cuales son los sustratos principales para la familia de proteinas de la

caja de unién al ATP.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, nuestros datos sugieren que las mitocondrias
presentes en el musculo esquelético de peces sometidos a ayuno prolongado son capaces de
sintetizar el ATP mediante un incremento de la expresidon de genes implicados en la fosforilacién
oxidativa, promoviendo asi una respuesta adaptativa crdnica ante situaciones de estrés nutricional

como la privacién o restriccion caldrica.

En el caso de los peces alimentados con las diferentes dietas, si bien no se observaron cambios
significativos en la expresién génica del citocromo C oxidasa subunidad 5B, se evidencié una
tendencia a disminuir en los peces con los mejores perfiles de crecimiento, los peces alimentados
con las dietas de niveles altos y medios de proteina y bajo en niveles de carbohidratos (H"L'L® y
MPH'LS). Situacion similar fue la observada en la expresidon génica de la caja de unidén a ATP
subfamilia G miembro 2 isoforma X1, para la cual fue posible establecer diferencias significativas
entre los peces alimentados con las dietas HL'L“ y M"H'L® respecto a los alimentados con bajos
niveles de proteina y altos niveles de carbohidratos (L°L'HS). De esta manera, las dietas suministradas
a los peces fueron capaces de promover una respuesta adpatativa en funcidon de los diferentes
niveles de inclusidn de nutrientes. En relacién a nuestros resultados, la expresion de los genes que

codifican para citocromo C oxidasa subunidad 5B y caja de union a ATP subfamilia G sugiere que
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dichos genes podrian ser biomarcadores del estado nutricional y de interés para estudios

relacionados con la optimizacion del uso de los nutrientes de la dieta en la produccién de dorada.

5.2 METABOLISMO INTERMEDIARIO EN MUSCULO ESQUELETICO

Nuestros resultados indican que una mayor inclusiéon de carbohidratos en la dieta a expensas
de lipidos y/o proteinas mostré un aumento en la concentracion de glucosa en plasma 24 horas
después desde la ultima ingesta de alimento. Especificamente, los peces alimentados con la dieta
que presentd un 37 % de carbohidratos mostraron los valores mas altos, lo cual va en concordancia
con lo propuesto por diversos autores, como Moon, (2001) quién sefiala que dietas suministradas en
truchas arcoiris con una proporcion de carbohidratos superiores al 30 %, son capaces de inducir de
manera prolongada una hiperglicemia postpandrial, lo cual repercute en el crecimiento. Nuestros
resultados reflejan una capacidad limitada para asimilar los carbohidratos por parte de los peces que
presentan habitos alimenticios carnivoros, como es el caso de la dorada. Por otra parte, los niveles
de incorporacién dptimos de carbohidratos han sido analizados y estudiados, observando que en la
mayoria de las especies el porcentaje de inclusién debe ser menor al 20 % (Wilson, 1994; Polakof et
al.,, 2012) con el fin de mantener la homeostasis del metabolismo de la glucosa, altamente

dependiente en peces del estatus nutricional.

En el medio natural, muchas especies de peces se ven en la necesidad de pasar por periodos
prolongados de ayuno relacionados con migracion o etapas reproductivas. En este sentido, el
glucdgeno se convierte en la principal fuente de reserva energética. En nuestro estudio, las doradas
sometidas a ayuno 23 dias presentaron valores de glucdgeno en musculo esquelético
significativamente menores respecto a los peces alimentados con las diferentes dietas. Estos
resultados se corresponden con lo observado por Peres et al. (1999) quienes inyectaron glucosa
intraperitonealmente en doradas y lubinas observando una marcada disminucién del contenido de
glucégeno en el musculo 72 horas después del tratamiento. Un comportamiento similar fue
reportado por (Montserrat et al., 2007) quién, en dorada, tras 4 semanas de ayuno observé un
descenso significativo de las reservas de glucdégeno muscular. Resultados similares fueron reportados
por Lim y Ip, (1989), quienes consideran que la disminucion en el glucégeno muscular de
Boleophthalmus boddaereti sometido a ayuno indicaria que este sustrato seria el primer combustible

utilizado en la actividad muscular.

En cuanto a las actividades de enzimas glucoliticas/gluconeogénicas analizadas en el musculo
esquelético, si bien se observa una tendencia a aumentar en los valores de la PK en los peces

alimentados con la dieta rica en carbohidratos, los valores no presentan diferencias significativas con
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los observados en los peces alimentados con las otras dietas. Nuestros resultados son similares a los
observados por Kamalam et al. (2012) en musculo esquelético de trucha arcoiris sometidas a un
regimen de alimentacion con dietas en presencia y ausencia de carbohidratos (entre 0 y 20 % de
inclusidn). Kamalam et al. (2012) observaron una moderada hiperglicemia en los peces cuya dieta era
rica en carbohidratos. Sin embargo, no observaron diferencias significativas en la expresion muscular
de genes que codifican para enzimas glucoliticas (PK y PFK-1). Estos resultados confirman que la
ausencia de efectos significativos por parte de la dieta sobre la actividad de enzimas glucoliticas,
podria indicar una capacidad limitada del musculo esquelético en la regulacién de la utilizacién de
glucosa, respuesta que también fue observada por otros autores (Panserat et al., 2009; Marandel et
al., 2015). A diferencia del musculo esquelético, nuestro grupo de investigacion ha observado que S.
aurata tolera la sustitucion parcial de proteinas por carbohidratos mediante la modulacién de
enzimas relacionadas con la glucdlisis/gluconeogénesis en higado. En particular, dietas pobres en
proteinas y ricas en carbohidratos incrementaron la actividad hepatica de las enzimas PFK-1 y PK,
mientras que disminuyd la actividad de ALT, enzima que supone un nexo de unién entre el
metabolismo de aminodacidos, el de carbohidratos y el energético. La ALT junto con la AST son
cuantitativamente las mas importantes aminotransferasas en el higado de los peces teledsteos
(Meton et al., 1999; Fernandez et al., 2007). Sin embargo, considerando las diferentes
concentraciones de proteinas incluidas en las dietas experimentales utilizadas en esta tesis, el
musculo esquelético no parece ser un tejido metabdlicamente sensible a cambios en la

concentracién de aminoacidos en la dieta, al menos en los rangos utilizados en este trabajo.
5.3 CRECIMIENTO Y APROVECHAMIENTO DE NUTRIENTES

En el presente estudio, hemos analizado el estado nutricional de juveniles de dorada
alimentados con diferentes dietas mediante la determinacién de diferentes parametros de
crecimiento. Los resultados obtenidos indican que, en las condiciones estudiadas, es posible observar
diferencias significativas en el peso final, la SGR, el FCR y la FER, resultados que estarian en
consonancia con las diferencias en el contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos de cada dieta

formulada.

De las tres dietas analizadas, las que contenian niveles altos y medios de proteina mostraron
ser las que promovian mayores valores para los pardmetros anteriormente indicados. En este
sentido, Fernandez et al. (2007) reportaron que los niveles mayores de peso final, SGR y FER en
juveniles de dorada alimentados con tres dietas experimentales con cantidades de carbohidratos
variables, se presentaban con dietas con un 54 % de proteina y un 18 % de carbohidratos

(proporciones de inclusién similares fueron utilizadas en la dietas experimentales H'L'LS y MPH'LS), en
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comparacion con dietas con 47 o 63 % de contenido de proteina y 26 o 5 % de carbohidratos. La
misma tendencia fue observada por Bou et al. (2014) para los parametros SGR y FCR, analizando
dietas con diferentes proporciones de lipidos y carbohidratos suministradas a doradas. Los valores
correspondientes al PER y a la PR indican que la dieta MPH'L® presentd el mejor rendimiento
comparado con el resto de dietas experimentales. Un comportamiento similar ha sido observado en
juveniles de Pagrus pagrus (Schuchardt et al., 2007), trucha arcoiris (Kamalam et al., 2012), y S.
aurata, en donde El- Husseiny et al. (2013) evaluaron la utilizacién de lipidos y proteina de seis dietas
con diferentes proporciones de nutrientes durante un periodo de alimentacién de 58 dias. Los
resultados obtenidos por dichos autores muestran una correcta utilizaciéon de las proteinas como
fuente de energia cuando otras fuentes estan en proporciones limitadas o simplemente no estan

disponibles.

Los CDAs, fueron estimados tanto a partir de determinaciones de la utilizacion de los
nutrientes de la dieta como de muestras de heces. Los valores correspondientes a fésforo, Ca, C,
proteina y materia seca no presentaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos, lo
gue podria deberse a que las materias primas (harina de pescado, almiddn y aceite de pescado) de
las diversas dietas han sido previa y ampliamente utilizadas y probadas en la fabricaciéon de dietas
comerciales. Sin embargo, se observé una tendencia a la baja en los valores correspondientes al Ca, C
y materia seca en los peces alimentados con la dieta de bajo contenido en proteinas y elevado en
carbohidratos. Los valores de CDA en nuestras dietas clasificados de mayor a menor serfan: M H'L® >

HPL'LS > L°L'HS, lo cual indica una correlacién positiva con el peso final y el FCR.

Los carbohidratos, como se ha mencionado anteriormente, son generalmente mal utilizados
por los peces carnivoros (Wilson, 1994). Esto, sumado al alto nivel de carbohidratos en la dieta
LPL'HS, que presenta un 41 % de inclusién de dicho nutriente, podria estar influyendo en los bajos
valores de digestibilidad. Ademads, varios autores sefialan que una alta inclusién de carbohidratos
afecta el crecimiento final, hecho que se ve reflejado en el peso medido al final del periodo de

alimentacién en los peces correspondientes a la alimentacién con una dieta rica en carbohidratos.

En general, los valores de digestibilidad determinados en este experimento representan
niveles bajos en relacion a otros estudios (Fernandez et al., 1999; Couto et al., 2012). Una explicacion
para este hecho podria radicar en el error propio que puede representar la coleccion de las muestras
de heces mediante el procedimiento de stripping, que puede llevar a colectar materia no digerida o
contaminar las muestras con restos de epitelio intestinal, dando como resultado una subestimacién

de los coeficientes de digestibilidad aparente (Storebakken et al., 1998).

156



5.4 EFECTO DEL AYUNO Y LA COMPOSICION DE LA DIETA EN EL PATRON GLOBAL DE
EXPRESION DE GENES

El desarrollo de las técnicas gendmicas durante los ultimos afios ha hecho posible obtener y
analizar datos a gran escala. El uso de esta tecnologia se ha utilizado principalmente para realizar
estudios de gendmica funcional en organismos modelo (Altmann et al., 2001; Furlong et al., 2001;
Jiang et al., 2001; Wang et al.,, 2004). Sin embargo, recientemente se han llevado a cabo
investigaciones en especies de peces no modelo de alto valor comercial, como es el caso de S. aurata
(Calduch-Giner y Davey, 2010; Calduch-Giner et al., 2012), Solea senegalensis (Cerda et al., 2008) y

trucha arcoiris (Salem et al., 2006).

Con el fin de identificar genes con potencial uso como biomarcadores de la modulacién y
crecimiento del musculo esquelético, en la presente tesis se abordd el disefio y la construccion
personalizada de microarrays de oligonucleétidos para analizar cambios en el patron global de
expresion de genes en doradas sometidas a diferentes condiciones nutricionales. Los microarrays
fueron disenados a partir de las secuencias obtenidas en el andlisis transcriptdmico, utilzando tres
60-meros para analizar la expresion de cada una de las anotaciones transcriptomicas. La
identificacion de los genes con expresidn diferencial se llevd a cabo en 4 estados de alimentacién

(peces en ayuno y peces alimentados durante 23 dias con las dietas H'L'LS, MPH'L  y L"L"HE).

Muchos experimentos de analisis de expresion diferencial con microarrays usan un disefio
indirecto (también llamado disefio de referencia) que tiene como ventaja poder realizar un analisis e
interpretacion facil sin necesidad de usar extensas herramientas estadisticas. Sin embargo, para
incrementar la fiabilidad de variaciones pequeiias de expresidn entre condiciones, el disefio directo
para realizar comparaciones entre tratamientos es el disefio mas adecuado (Yang y Speed, 2002). El

presente estudio fue realizado utilizando el disefio directo.

Diversos estudios de analisis de expresién mediante el uso de microarrays han sido aplicados
en diferentes especies de animales sometidos a restriccién caldrica o privacién de alimento (Martin
et al., 2009; Lkhagvadorj et al., 2010). Sin embargo, la utilizacién de microarrays en estudios
nutricionales aplicados a S. aurata es muy escasa. En este sentido, diversos estudios se han centrado
principalmente en dilucidar la expresién diferencial de genes en estados de desarrollo temprano
(fases larvales) (Sarropoulou et al., 2005) y validacion de microarrays (Ferraresso et al., 2008). Uno
de los pocos estudios relacionados con el efecto de la disponibilidad de nutrientes es el realizado por
(Calduch-Giner et al., 2014). Los resultados observados en este estudio mostraron una capacidad de
respuesta ante cambios nutricionales por parte del musculo esquelético, menor a la observada en el

tejido cardiaco y en el musculo rojo en peces alimentados con una dieta comercial.

157



Los resultados obtenidos en esta tesis, tras el analisis de microarrays, en relacién con la
expresion diferencial de genes, muestran diferencias entre los tratamientos y las condiciones de
mantenimiento a la que fueron sometidos los peces. Esto se ve reflejado en el numero total de genes
con expresion diferencial al alza o a la baja entre peces alimentados con dietas de diferente
composicion y, de manera mas evidente, entre peces en ayuno y alimentados. Los genes expresados
diferencialmente fueron sometidos a un analisis funcional, acorde a sus clasificaciones ontoldgicas.
En este sentido, los resultados observados en el analisis GO en los peces sometidos a regimenes de
alimentacion con las dietas experimentales H'L'LS, MPH'L" y L°L'H® en comparacién con los peces en
ayuno, indican una expresion al alza en genes relacionados con el crecimiento, su regulacion,
organizacién del citoesqueleteo y desarrollo de estructura anatémica, entre las anotaciones
ontoldgicas mas importantes. Estos resultados indican la modulacién, formaciéon y crecimiento
experimentado por el musculo esquelético en los peces alimentados, mediante la sintesis de
proteina y la correspondiente degradacion, procesos que son propios de un organismo bien nutrido.
Sin embargo, al analizar las anotaciones descritas en los términos ontoldgicos presentes en peces en
ayuno respecto a los alimentados, fue posible observar importantes cambios a nivel global en la
expresion diferencial de una gran cantidad de genes. De esta manera, un total de 10781 anotaciones
mostraron expresion diferencial entre el ayuno vs. dieta H'L'LS, 9844 entre ayuno vs. MH'L y 9445

entre ayuno vs. LPL'HE.

Estos resultados van en concordancia con los observados en el musculo esquelético por
Calduch-Giner et al.,(2014). En las anotaciones correspondientes a las funciones moleculares, la
actividad antioxidante y la de unién a proteinas estan reguladas al alza en los peces alimentados en
comparacion con los sometidos a ayuno. Resultados similares fueron observados en el andlisis

ontoldgico realizado por (Garcia de la serrana et al., 2015) en salmon coho transgénico.

Sin embargo, tal y como es de esperar, al realizar el contraste entre las dietas se observan
muchos menos genes con expresion diferencial que en el contraste ayuno vs. alimentacién. Al
realizar los andlisis utilizando un valor P ajustado < 0,05, la comparacién L°L"HE vs. HPL'LS presentd 95

. .z . . .z Py C Py C .z Py LyC
anotaciones con expresion diferencial, la comparacion M"HL-vs. H'L'L-37 y la comparaciéon L'L'H™ vs.
MPH'L® 4. La cantidad de anotaciones con expresion diferencial aumenta considerablemente al
utilizar un valor P (no ajustado) < 0,05, para el cual se detectaron 4772 anotaciones con expresion
C

diferencial en el caso de la comparacién M°H"'L vs. HL'LS, 3978 para la comparacién L'L'H® vs. H°L'L

y 2436 para la comparacion L°L'H® vs. MPH'LS.

Al analizar la expresién diferencial de anotaciones génicas especificas entre los peces

alimentados con las tres dietas experimentales, podemos observar un aumento en la expresiéon del

158



gen que codifica para la ATPasa de sodio-potasio, subunidad A isoforma 1, en los peces alimentados
con niveles medios o baja cantidad de proteina, respecto a los peces a los cuales se les suministrd
una dieta rica en proteina. En musculo esquelético, la ATPasa de sodio-potasio ha sido identificada
como un importante transportador de iones, y su actividad esta regulada principalmente por la
contraccion muscular asociada al ejercicio (Clausen, 2003). En este sentido, nuestros datos indican
que la composicién nutricional de las dietas, especificamente las dietas de niveles bajos y medios de

proteina afectan de forma significativa la expresidn positiva de dicha proteina.

Los resultados observados en el analisis de microarrays, en relacién con la expresion
diferencial de genes en los peces alimentados con la dieta de baja cantidad de proteina y alta
cantidad de carbohidratos (L’L"H), en comparacién con los peces alimentados con las dietas H'L'L  y
MPH'LS, indican una disminucién en la expresién de genes relacionados con el crecimiento vy
desarrollo del musculo esquelético. Este es el caso del gen que codifica para la proteina 2 asociada al
citoesqueleto y el que codifica para la proteina colageno tipo X alfa 1, para las cuales se observé un
descenso de 1,6 y 5,5 veces en su expresion, respectivamente. La modulacion de estos genes esta
directamente relacionada con los parametros de crecimiento analizados, para los cuales los peces
alimentados con la dieta L'L'H® presentaron los valores menores de peso total al término del

tratamiento, SGR y FCR.

5.5 EFECTO DEL AYUNO Y LA COMPOSICION DE LA DIETA SOBRE LA EXPRESION DE GENES
CLAVES EN EL CRECIMIENTO DEL MUSCULO ESQUELETICO

El analisis de cambios en el patrén de expresidn global de genes en funcién del estado
nutricional nos ha mostrado un importante efecto del ayuno y la composicién de la dieta sobre genes
implicados en el crecimiento y desarrollo muscular en la dorada. A fin de validar los resultados
observados en el estudio del analisis de expresién génica por microarrays en relacién a genes
implicados en crecimiento muscular, en esta tesis abordamos la determinacién de la expresion de los
genes MyoD2, Myf5, miogenina y Myfé mediante RT-qPCR en muestras de musculo esquelético de

peces en ayuno y alimentados 23 dias con dietas de diferente composicion (experimento 1).

Rowlerson y Veggetti. (2001) sefialan que la proliferacion de los mioblastos y la hiperplasia
ocurre durante todo el proceso de crecimiento. Sin embargo, en el crecimiento de los peces
teledsteos, la proliferacidon de los mioblastos se produce principalmente en dos periodos. El primero,
ocurre en la etapa de alevin, en las primeras etapas de crecimiento, y el segundo ocurre durante el
estadio de desarrollo juvenil, incrementando de esta manera el nimero de fibras del musculo
esquelético. En nuestros estudios de investigacién observamos un incremento de la expresidn génica

de MyoD2 en el musculo esqueletico de juveniles de dorada alimentadas con dietas con un nivel alto
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y medio de proteinas (H'L'L° y M"H'L%). Dichas dietas son las que mostraron mejor comportamiento
de crecimiento. Por otra parte, un incremento similar fue observado en la expresién génica de Myf5.
MyoD y Myf5 son esenciales para iniciar la regulacién de la miogénesis, mientras que miogenina y
Myf6 son expresados mas tarde, durante la etapa de diferenciacién (Tan and Du, 2002). De esta
manera, MyoD2 podria ser utilizado como un biomarcador para evaluar el crecimiento de S. aurata

en cultivo.

Garcia de la serrana et al. (2014) observé patrones de expresion génica similares en doradas
alimentadas durante 30 dias con una dieta comercial y en un grupo mantenido en ayuno por el
mismo periodo de tiempo. El ayuno, al igual que en nuestro estudio, promovié una marcada atrofia
muscular, reduciendo drasticamente los niveles de expresién de MyoD2 y Myf5. Sin embargo, el
efecto no fue tan acusado en la expresion de miogenina y de Myf6, resultados similares fueron
observados por Alami-Durante et al. (2010) en trucha arcoiris, no observando cambios significativos
en la expresion de la miogenina. En resumen, nuestros resultados indican expresién diferencial de
diferentes miembros de los MRFs en funcidn del estado nutricional y la composicién de la dieta. En
relacidon a los nutrientes de la dieta, los tratamientos con las dieta de niveles medios y altos de
proteina (MPH'L® y H"L'LY) promovieron una mayor expresién de MyoD2, MyfS y miogenina. La
modulacién de la expresion de los MRFs tiene consecuencias importantes para el crecimiento

muscular, dado que van a controlar transcripcionalmente genes clave en la miogénesis en la dorada.

La Mst, también denominada factor diferenciador del crecimiento 8, se expresa
exclusivamente en el musculo esquelético, inhibiendo el crecimiento y la diferenciacién celular
(Seiliez et al., 2012). En nuestros estudios, los niveles mas bajos de Mst correspondieron al musculo
de los peces alimentados con la dieta con niveles medios de proteina y mayor contenido lipidico
(MPH'LY). Este resultado estd de acuerdo con el papel que juega este factor de crecimiento en el
musculo esquelético. Cuando su expresion es baja no regula negativamente el crecimiento, y permite
la induccién de la hipertrofia del tejido muscular. La funcidn de la Mst quedd demostrada en ratones,
en donde McPherron et al. (1997), mediante la delecion del gen Mst, observd un dramatico
crecimiento de la masa muscular. Los animales mutantes aumentaron dos veces su tamafio en
relacion a los ratones salvajes. En pez zebra (Danio rerio), Fuentes et al. (2013a), mediante la
inactivacion transitoria del gen que codifica para la Mst, observé un resultado similar, provocando

también una hipertrofia muscular.

En cuanto a los niveles de Mst en las doradas mantenidas en ayuno prolongado, fue
sorprendentemente menor al presentado por las dietas ricas en proteina (H'L'LY) y carbohidratos

(LPLLHC) y, aunque no significativamente, mostrd una tendencia a presentar valores incrementados
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comparado con los peces alimentados con una dieta con nivel medio de proteina y rica en lipidos
(MPH'LS). Investigaciones llevadas a cabo por otros autores en diversas especies, indican una
variabilidad en los niveles de expresion en peces privados de alimento, variabilidad que depende de
la especie y del periodo de ayuno. Garcia de la serrana et al. (2014) observé un aumento en la
expresion de Mst después de 30 dias de permanecer en condiciones de ayuno. Por otra parte, en
trucha arcoiris ayunadas y realimentadas no se observé un cambio significativo en la expresién
génica (Chauvigné et al.,, 2003). Un estudio realizado en tilapias adultas en condiciones de
alimentacion y ayuno durante 28 dias, no generaron diferencias significativas en los niveles de mRNA
de Mst (Rodgers et al., 2003). Por tanto, el efecto del ayuno sobre los niveles de Mst en peces no
estd aun bien esclarecido. Es también posible que el periodo de privacidon de alimento establecido
durante el disefio experimental no sea suficiente para inducir cambios en este factor de crecimiento

y pueda explicar resultados aparentemente contradictorios.

Fst, miembro de la superfamilia de factores del crecimiento B, ha demostrado ser un potente
antagonista de la accion de Mst (Amthor et al., 2004). Estudios en trucha arocoiris sobreexpresando
la Fst han mostrado un incremento en la masa muscular asociada a procesos de hipertrofia e
hiperplasia (Medeiros et al., 2009). De acuerdo a nuestros resultados, los peces que experimentaron
un mayor crecimiento somatico, junto a los mayores valores en los parametros de crecimiento
analizados, fueron observados en los peces en los que el nivel de expresion de la Fst fue superior
(dietas con contenido medio o alto de proteinas y pobre en carbohidratos, M"H'L® y H°L'LS). Por el
contrario, en la dieta con bajos niveles de proteina y rica en carbohidratos (L°L'HS) la expresién
genica de la Fst fue significativamente menor al resto de peces alimentados, y similar a la de los
peces sometidos a ayuno. Estos resultados sugieren que la expresidon de Fst esta implicada en la
regulacién del crecimiento muscular en la dorada, mostrando su expresidn fuerte dependecia de la

composicion de la dieta suministrada a los peces.

En el proceso de desarrollo y crecimiento muscular, los factores de crecimiento de tipo IGF
cumplen un papel fundamental. En esta tesis, analizamos la expresion génica de IGF-1 en el musculo
esquelético de peces sometidos a diferentes condiciones nutricionales. Se observé el mayor nivel de
expresion génica en los peces alimentados con la dieta MPH'LS, dieta que promovié el mayor
crecimiento somatico. En la dorada, los niveles de expresién en los peces alimentados con las tres
dietas experimentales, muestran una correlacién positiva con las tasas de crecimiento. Resultados

similares fueron observados por Dyer et al. (2004) quien determiné las concentraciones de IGF-1 en

plasma en barramundi (Lates calcarifer) y salmén del Atlantico (Salmo salar); como en la dorada, los
resultados también mostraron una correlacion positiva con la tasa de crecimiento y la concentracion

de proteina presente en las dietas suministradas. Acorde con la relacién entre IGF-1 y el crecimiento

161



muscular, estudios in vitro desarrollados en células musculares de S. aurata tratadas con IGF-1
muestran una regulacidn positiva en la proliferacién y el crecimiento celular (Vélez et al., 2014). Por
otra parte, y en concordancia con nuestros resultados, Metén et al. (2000), Pérez-Sanchez et al.
(1995) reportaron en doradas mantenidas en condicion de ayuno una marcada disminucion de IGF-1
a nivel de mRNA y de sus niveles en plasma. Todos estos resultados indican que la expresion de IGF-1
en musculo es altamente dependiente de la condicidn nutricional y la composicién de la dieta, por lo

que parece constituir también un factor clave en el control del crecimiento muscular de dorada.

El analisis de expresion génica de GHR1 y GHR2 en musculo esquelético, presentd un patrén de
expresion altamente variable en funcidn de las condiciones nutricionales de los peces. Los mayores
niveles de expresion observados para GHR1 fueron observados en los peces alimentados con la dieta
de alta cantidad de proteina y baja cantidad de carbohidratos (H'L'L®), mientras que los peces
alimentados con las dietas MPH'L y L°L'"H® presentaron niveles significativamente mas bajos. Los
niveles de mRNA de GHR2 mostraron un comportamiento opuesto al de GHR1, detectandose la
mayor expresion de manera significativa en la dieta L°L'H® Por otra parte, los peces mantenidos en
condicién de ayuno presentaron valores significativamente mas bajos en relacion a los peces
alimentados. Por el contrario, la expresién de GHR2 aumento significativamente tras 23 dias de
ayuno. Nuestros estudios demuestran por primera vez un elevado grado de dependencia de la
expresion de los GHRs en la composicion de la dieta. En cuanto al efecto del ayuno sobre la expresion
de GHR1 y GHR2 en dorada, Saera-Vila et al. (2005), reportaron resultados similares a los nuestros.
Delgadin et al. (2015), en peces de la especie Cichlasoma dimerus alimentados durante cuatro
semanas con una dieta comercial y mantenidos en ayuno por el mismo periodo de tiempo, también
reportaron resultados similares a los nuestros en los niveles de expresion de GHR2. El control
nutricional de la expresion de los genes que codifican para GHRs indica que podrian ser de utilidad
para desarrollar estudios biotecnolégicos encaminados a optimizar el uso de los nutrientes en las

dietas de doradas en cultivo.

En relacién a la funcion de la proteina GLUT4 en el metabolismo y el crecimiento muscular,
previamente se ha reportado su presencia principalmente en musculo esquelético, asi como su
regulacién por insulina e IGF-1, que inducen la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica
(Diaz et al., 2009). Su principal funcion radica en el transporte de glucosa a través de la membrana.
En peces, el musculo esquelético es el lugar principal para la captacidn de glucosa, (Diaz et al., 2007),
contribuyendo de esta manera a la homeostasis de la glucosa en sangre (Zorzano et al., 2005). Como
se observa en nuestros resultados, la expresion génica de GLUT4 es regulada por las condiciones
nutricionales. Los valores mads elevados de expresiéon de GLUT4 los detectamos en los peces

alimentados con la dieta de mayor contenido de proteina y menor de carbohidratos, mientras que
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para los peces alimentados con las otras dos dietas los valores fueron significativamente menores.
Los valores de glucosa en suero de peces alimentados con la dieta alta en proteina/pobre en
carbohidratos eran inferiores a los de los peces alimentados con las dietas de mayor contenido en
carbohidratos y menor de proteina, lo que podria indicar que GLUT4 estaria colaborando en el
manteniendo de los niveles de glucosa en el organismo. En peces mantenidos en ayuno, la expresion
génica de GLUT4 fue similar a la observada en la dieta rica en proteina y pobre en carbohidratos.
Resultado similares fueron observados por Hall et al. (2006) para bacalao del Atlantico (Gadus
morhua) al estudiar regimenes de alimentacién, realimentacién y ayuno, detectando, al igual que en
nuestro estudio, un aumento significativo en los niveles de GLUT4 en peces sometidos a ayuno
durante dos meses. En ratas mantenidas en ayuno durante 3 dias el comportamiento fue similar
Neufers et al. (1993). Una explicacién para este hecho, seria que ante una situacién extrema de
supervivencia, los peces en ayuno necesitan una adaptaciéon para mantener un transporte de glucosa
que pueda asegurar las minimas necesidad fisioldgicas, lo cual conlleva a un aumento en la expresién
de GLUTA4. De hecho, la expresidon de GLUT4 se incrementa cuando hay actividad contractil (Slentz et
al., 1992b). En este sentido, los peces son animales que no pasan periodos en que estdn estaticos, y
aunque estén en situacidn de privacion de alimento cualquier estimulo externo les puede provocar
movimiento adicional. Por lo tanto, ain en ayuno mantienen la actividad contractil, lo que podria

determinar la expresién elevada de GLUT4.

Los efectos de los nutrientes de las diferentes dietas suministradas (peces alimentados y en
ayuno) sobre el crecimiento muscular fueron estudiados analizando también la via de sefalizacion
AKT/mTOR. Nuestros resultados en relacién al grado de fosforilacién de AKT, indican que la via
resulta activada en peces alimentados con las dietas con niveles altos y medios de proteina y pobres
en carbohidratos. Estos resultados son congruentes con datos reportados por (Glass, 2003a) que
indican que la activacidn de la proteina quinasa AKT es capaz de desencadenar un gran numero de
respuestas bioldgicas, entre las que se encuentran la proliferacidon celular y la contribucién a la
hipertrofia muscular. De acuerdo con esta hipdtesis, los peces sometidos a los tratamientos de
alimentacion con la dieta MPH'L  y, en menor medida, la dieta HL'L® fueron los que mostraron mayor
crecimiento. Por otra parte, se ha descrito que la fosforilacién de AKT se induce por factores de
crecimiento, como por ejemplo IGF-1 (Glass, 2005). La accidn de IGF-1 induce la fosforilacidn de PI3K,
la cual se encuentra por encima en la via de activacion de AKT, estableciendo de esta manera la
cascada de sefializacion llamada IGF-1/PI3K/AKT. De esta manera, cada componente presente en
dicha cascada de sefializacidn se presenta como un potencial mediador clave en el aumento de masa
muscular (Stitt et al., 2004). Nuestros estudios de determinacién de la expresion de IGF-1 indican una

buena relacién con los valores de fosforilacion de AKT lo que apoyaria la correcta funcién de los
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mecanismos asociados a la cascada de sefalizacion mencionada, que estarian siendo modulados
principalmente por la accidn de los macronutrientes, en este caso la proteina. Un estudio en trucha
arcoiris llevado a cabo por Seiliez et al. (2011), confirma lo sefialado anteriormente. Mediante la
técnica western blot observaron un aumento en la fosforilacién de AKT tanto en higado como en
musculo esquelético en truchas alimentadas con dietas de niveles altos y medios de proteina a
expensas de la inclusion de carbohidratos. Sin embargo, en relacién a los niveles de fosforilacidon de
AKT en peces en condicién de ayuno, nuestros resultados indican una activacion de AKT tras 23 dias
de ayuno, alcanzando valores similares a las dietas MPH'L y H'L'LS. Seiliez et al. (2011) observaron
una disminucion significativa de la fosforilacion de AKT peces en ayuno tanto en higado como en
musculo esquelético en relacién a las demas condiciones de alimentacién. La activacidén de AKT en
ayuno podria ser necesaria para el mantenimiento de la supervivencia celular (Song et al., 2005), y
seria mediada por la accién de mTORC2, fosforilando AKT (Yang and Guan, 2007; Yang et al., 2015), e
implicando por tanto la regulacién positiva de proteinas anti-apoptéticas (Revisado por Vadlakonda
et al., 2013). De ser asi, podriamos indicar que AKT podria ser activado por un mecanismo
independiente de los aminoacidos, principalmente cuando el organismo se encuentra en una
situacién energética desfavorable, provocando un desequilibrio en la homeostasis, como puede ser
un periodo de ayuno prolongado. Sin embargo, es necesario realizar estudios mas profundos,
especialmente in vivo para poder comprender y analizar la funcién de los mecanismos implicados en

la regulacion de mTORC2.

MTORC1 tiene como principal funcién la sintesis de proteinas, siendo regulado entre otros
factores, por la disponibilidad de aminoacidos y el balance energético (Glass, 2005). En el presente
estudio, para determinar la actividad y funcionalidad de este complejo, se estimaron las diferencias
en el estado de fosforilacidn de la proteina ribosomal S6, componente de la cascada activada por
mMTORC1. Las condiciones de alimentacion afectaron la expresidn de S6 en el musculo esquelético de
las doradas. La cantidad de proteina S6 inmunorreactiva, cuantificada por western blot, correlaciona
positivamente con los pesos finales alcanzados por los peces alimentados con las dietas
experimentales utilizadas. La dieta con el mejor perfil de crecimiento fue la dieta de contenido medio
en proteina, elevado en lipidos y pobre en carbohidratos (MPH'LS). Nuestros resultados guardan
similitud con los reportados por Seiliez et al. (2011), quienes observaron niveles elevados de
fosforilacidn de la proteina ribosomal S6 en trucha arcoiris alimentadas con dietas de alto contenido
proteico. Por otra parte Dai et al. (2013) en trucha arcoiris alimentadas con una dieta comercial,
observo diferencias significativas en la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 quinasa 1 (proteina
gue se encuentra por encima de la cascada en la via de activacidn de S6) y en la proteina ribosomal

S6. Ambas proteinas fueron fosforiladas y reguladas positivamente en el grupo realimentado. El
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mismo comportamiento fue indicado en un trabajo publicado recientemente, llevado a cabo en
cerdos alimentados con dietas que diferian en sus niveles de proteinas. En dicho trabajo se observé
un aumento en el nivel de fosforliacién de la proteina ribosomal S6 quinasa 1 proporcional a la
cantidad de proteina de la dieta (Columbus et al., 2015). En resumen, nuestros resultados sugieren
gue mTORC1 estd implicado en el crecimiento muscular de la dorada promoviendo la activacion por
fosforilacién de diversas proteinas clave en la regulacidon del crecimiento, funcién en la que la

proporcién de nutrientes incluidos en el disefio de las dietas presenta un papel relevante.

Se ha descrito que la disponibilidad limitada de nutrientes, junto con factores que puedan
inducir estrés celular, provoca una disminucién o inhibicidn de la actividad y funciones de mTORC1,
lo cual conlleva a la necesidad de activar un proceso catabdlico altamente conservado en eucariotas
como es la autofagia (Goodman et al., 2011; Zoncu et al., 2011). En nuestros estudios, detectamos
gue la activacion e inhibiciéon de mTORC1 resulté modulada de acuerdo a los niveles de fosforilacion
de la proteina ribosomal S6. En los peces en ayuno y alimentados con una dieta pobre en

proteinas/rica en carbohidratos, la expresion de mTORC1 fue practicamente nula.

Con el fin de determinar si la baja expresion de mTORC1 en los peces en ayuno implica la
activacion del proceso de autofagia, nos propusimos medir los niveles de expresion de dos genes que
codifican para proteinas implicadas en dicho proceso: Gabarapll y LC3B. La expresidn de ambos
genes resultd regulada positivamente, tanto en los peces sometidos a ayuno como en los
alimentados con la dieta de bajos niveles de proteina y altos en carbohidratos. Nuestros resultados
son similares a los obtenido en trucha arcoiris por Seiliez et al. (2011) que observaron niveles
elevados de expresion de LC3B en peces en ayuno y también elevados para Gabarapll en peces en
ayuno y peces alimentados con una dieta baja en proteina. Por otra parte, experimentos in vitro con
células de peces mantenidas en cultivo en presencia de niveles limitados de aminoacidos muestran la

implicacion de la proteina LC3B en procesos de autofagia (Yabu et al., 2012).

En base a los estudios realizados podemos sefialar que las diferentes condiciones de
mantenimiento de las doradas utilizadas en este trabajo, fueron capaces de modular diversos
mecanismos asociados a la capacidad de crecimiento y supervivencia durante el ayuno prolongado.
El estudio de procesos relacionados con mTORC2 y su relacién con las condiciones de estrés,
privacion de nutrientes y con la proteina AKT ayudaran en el futuro a esclarecer los mecanismos

relacionados con la privacién de nutrientes y sus efectos.
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6

CONCLUSIONES

1.

El anadlisis transcriptémico realizado mediante de secuenciacién 454 de bibliotecas de
cDNA normalizadas preparadas a partir de RNA aislado de musculo esquelético de doradas
(Sparus aurata) en ayuno prolongado y alimentadas con dietas de diferente composicion,
permitié obtener un total de 691433 secuencias de alta calidad, correspondientes a 275,9
Mb. Se ensamblaron 383320 secuencias nucleotidicas que generaron un total de 40010
anotaciones Unicas, que comprendieron, 9708 contigs y 30302 singletons. La N50 de

contigs e isotigs fue 1390 y 1491 pb, respectivamente.

Un total de 4799 isotigs del transcriptoma de musculo esquelético de dorada fueron
asignados a una categoria GO. En procesos bioldgicos, los isotigs mds representados
correspondieron a procesos de oxidacién-reduccidn, ciclo celular y divisién celular. Dentro
de la categoria de funciones moleculares los mas abundantes correspondieron a: Unién a

proteinas, unidn a nucledtidos, actividad hidrolasa y actividad transferasa.

El andlisis KEGG de los datos transcriptémicos de musculo esquelético de dorada permitio
asignar 728 secuencias a 73 rutas metabdlicas. La ruta metabdlica con un mayor nimero

de anotaciones representadas correspondio al metabolismo de nucleédtidos.

La utilidad de la informacién transcriptémica para estudios nutricionales en la dorada se
corroboré al analizar el efecto del ayuno y la composicién de la dieta en la expresidon de
genes relacionados con la cadena de transporte de electrones (subunidad 8 del
subcomplejo NADH deshidrogenasa 13, citocromo b-cl subunidad 10-like isoforma 2,
citocromo C oxidasa subunidad 5B), la fosforilacion oxidativa (ATP sintasa subunidad B,
caja de unién a ATP subfamilia G miembro 2 isoforma X1, CoQ10) y la translocacion de ATP
desde el espacio mitocondrial al intermembrana (ADP/ATP translocasa 3-like). En musculo
de dorada, el ayuno causé incremento en la expresidén de los genes que codifican para el
citocromo b-c1 subunidad 10-like isoforma 2, citocromo C oxidasa subunidad 5B y caja de
unién a ATP subfamilia G miembro 2 isoforma X1 en relacién a los peces alimentados. La
expresion de citocromo C oxidasa subunidad 5B y caja de unidn a ATP subfamilia G mostré
fuerte dependencia de la composicion de la dieta: ambos genes presentaron niveles de
mMRNA incrementados en los peces alimentados con la dieta de menor contenido proteico

y mayor cantidad de carbohidratos.
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10.

La actividad de enzimas implicadas en la glucdlisis/gluconeogénesis no mostro diferencias
significativas en musculo de doradas alimentadas con dietas de diferente composicion de
nutrientes. En peces sometidos a ayuno prolongado la actividad de las enzimas glucoliticas

PKy PFK-1 disminuyd en relacién a la observada en los peces alimentados.

Las doradas alimentadas con las dietas H'L'L® y MPH"L" presentan valores de peso final, SGR
y FER mas elevados que los peces alimentados con la dieta LL'H®. La FCR mayor

correspondid a los peces a los que se les suministrd la dieta MPH'LS.

No se observaron diferencias significativas en la digestibilidad de nutrientes de las
diferentes dietas. Sin embargo, los peces alimentados con la dieta M"H'L“ mostraron

valores superiores en cuanto a la digestibilidad de fésforo, calcio, carbono y materia seca.

Los estudios con microarrays, disefiados a partir de la informacién transcriptémica hibrida
(musculo esquelético-higado) previamente analizada, permitieron realizar analisis de GO.
El ayuno promovié una expresion diferencial al alza en genes de las funciones moleculares
actividad antioxidante y uniéon a proteinas. Al realizar la comparacién entre peces
alimentados con dietas de diferente composicion, se observd que la alimentacidon con
dietas de alto/medio contenido en proteinas y bajo contenido de carbohidratos promovid
un incremento en la expresion de genes asociados a funciones implicadas en crecimiento,

regulacién, organizacion del citoesqueleto y desarrollo de estructura anatdmica.

En musculo esquelético de dorada la expresion de genes relacionados con la regulacion de
la miogénesis (MRFs) resultdé modulada por las condiciones nutricionales, composicién de
la dieta y ayuno prolongado. La expresién de MyoD2 mas elevada correspondié a peces
alimentados con la dieta M"H'L, con la que se observaron los mejores valores de SGR y
FCR. En los peces alimentados con dieta L°L'H" la expresidn génica de MyoD2 es inferior a
la observada en los alimentados con dieta MPH'LS, y su expresidn fue atin menor en los
peces sometidos a ayuno. Por lo que, MyoD2 podria representar un potencial biomarcador

de crecimiento para S. aurata en cultivo.

En musculo esquelético de dorada la expresiéon de IGF-1 a nivel de mRNA, al igual que
MyoD2, presentd diferencias significativas en funciéon de las condiciones nutricionales.

Peces alimentados con la dieta MPH'L presentaron los niveles de expresién mas elevados,
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12.

los niveles mas bajos se observaron en los peces en ayuno y los alimentados con las dietas
LPL'HE. La expresién muscular de los genes que codifican para GHR1 y GHR2 fue altamente
dependendiente del estado nutricional y la composicién de la dieta. Los niveles de mRNA
de GHR1 se encuentran disminuidos significativamente en peces en ayuno vy, entre los
peces alimentados, en aquéllos a los que se les suministré una dieta pobre en proteina y
rica en carbohidratos. La expresion de GHR2 presentd un comportamiento opuesto a
GHR1: incrementa en ayuno y con las dietas con bajo contenido proteico y elevado

contenido en carbohidratos.

Los cambios en el estado de fosforilacion de AKT y S6 indican modulacién de su actividad
en funcién de la composicidon de la dieta. La fosforilacion de AKT es superior en peces
alimentados con dietas de niveles altos y medios de proteina y baja cantidad de
carbohidratos. La fosforilacién de S6 es superior en peces alimentados con la dieta de
niveles medios de proteina y baja cantidad de carbohidratos. El incremento de
fosforilacién de AKT, observado en la condiciéon de ayuno hacen necesario mds estudios

para determinar su implicacién.

La expresiodn de citocromo C oxidasa subunidad 5B, caja de unién a ATP subfamilia G, GHRs
y MyoD2 en musculo esquelético podria ser de utilidad en futuros estudios para mejorar la

utilizaciéon de los nutrientes de la dieta en el cultivo de dorada.
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The present study evaluates the effect of dietary glutamate and glutamine supplementation on growth perfor-
mance, body composition and expression of key enzymes involved in the hepatic metabolism of juvenile gilthead
seabream (Sparus aurata). Fish were fed for 52 days with four diets, which were identical in composition except
for a 4% supplementation with glutamate (GLU diet), glutamine (GLN diet), carbohydrate (CHO diet) or bovine
serum albumin (BSA diet). Glutamate and glutamine supplementation improved feed conversion ratio and pro-
tein retention compared to carbohydrate supplementation, and, in the case of glutamate, protein retention was

Keywords:
Glmmate improved over that of fish fed the protein supplemented diet. Feeding CHO and GLU diets resulted in up-
Glutamine regulation of glucokinase and lipogenic enzymes compared to fish fed GLN and BSA diets. Consistently, fish fed

CHO or GLU diets showed higher triglyceride levels in serum and liver, and feeding the GLU diet resulted in higher
body fat content than in fish fed GLN or BSA diets. The liver of fish fed GLN or BSA diets showed increased gluta-
mate dehydrogenase activity in the direction of the glutamate oxidation. In contrast to fish fed the BSA diet,
increased glutamate oxidation did not reduce free glutamine and glutamate levels in the liver of fish fed the
GLN diet, suggesting that glutamine intake exceeded liver's energy requirements. In conclusion, glutamate sup-
plementation improved hepatic glucose metabolism, whereas supplemented glutamine seems to be preferen-
tially oxidized over amino acids derived from dietary protein, thus promoting higher protein retention in both
cases. Our findings indicate that glutamate and glutamine could partly replace dietary protein and that glutamate
supplementation could also facilitate protein replacement by carbohydrates in fish feeds.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Glutamine and glutamate are non-essential amino acids (NEAA)
with relevant functions in animal physiology and metabolism (Rezaei
etal.,2013; Wy, 2010). Glutamate plays a key role in the amino acid me-
tabolism through its conversion to a-ketoglutarate or other NEAA.
These conversions are mediated by different transaminases and gluta-
mate dehydrogenase (Brosnan, 2000; Brosnan and Brosnan, 2009). By
the action of these enzymes, carbon skeletons from amino acids can
be used to replenish TCA cycle or derived to glucose production through
the gluconeogenic pathway. Glutamate is an important precursor of
glutathione, a major intracellular antioxidant. It also acts as a signaling
molecule regulating appetite and digestion. In addition, glutamate is

* Corresponding author at: Departament d'Ecologia, Facultat de Biologia, Universitat de
Barcelona, Diagonal 645, 08028 Barcelona, Spain. Tel.: +34 934021514; fax: +34
934111438.
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an important neurotransmitter in the central nervous system of
mammals (Brosnan and Brosnan, 2013; Burrin and Stoll, 2009; Torii
etal., 2013).

Glutamine can be synthesized from glutamate by glutamine synthe-
tase and converted to glutamate by glutaminase (Newsholme et al.,
2003). In mammals, glutamine synthesis and catabolism play important
roles in regulating ammonia levels and in acid-base homeostasis (Taylor
and Curthoys, 2004). Moreover, glutamine is almost essential for cell
proliferation both as an energy substrate and as a precursor of purine
and pyrimidine nucleotides (Li and Gatlin, 2006; Wu et al., 2011). In
mammals, glutamine metabolism activates the mammalian target of
rapamycin (mTOR), a Ser/Thr protein kinase involved in cell growth,
metabolism and protein synthesis (Duran and Hall, 2012; Fumarola
et al, 2005; Wu et al,, 2013).

Research on amino acid requirements of reared fish has to date
largely focused on essential amino acids (EAA), given that their defi-
ciency have negative effects on fish growth, health and development
(Li et al,, 2009). Nevertheless, growing evidence points to a significant


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.aquaculture.2015.03.025&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.aquaculture.2015.03.025
mailto:ffernandez@ub.edu
http://dx.doi.org/10.1016/j.aquaculture.2015.03.025
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00448486
www.elsevier.com/locate/aquanline

80 A. Caballero-Solares et al. / Aquaculture 444 (2015) 79-87

role of NEAA in fish nutrition. Optimum dietary levels of NEAA have
been found to improve protein utilization and growth in different fish
species (Green et al., 2002; Peres and Oliva-Teles, 2006; Schuhmacher
et al.,, 1995). Indeed, appropriate levels of NEAA in the diet can spare
EAA from being catabolized by fish (Abboudi et al., 2009; Conceicdo
etal, 2002; Kim et al,, 1992; Rgnnestad et al., 2003). Only a few studies
have addressed the metabolic role of a specific NEAA on fish nutrition.
However, it is already known that dietary NEAA levels have important
metabolic effects, such as sustaining gluconeogenic and lipogenic fluxes
(Figueiredo-Silva et al.,, 2010; Kirchner et al., 2003; Moyano et al., 1991).

The effect of supplementing diets with glutamate or glutamine in
mammals has been studied mainly in piglets, with little published
work on fish. In both mammals and fish, studies to date have focused
on the role of these two amino acids as energy sources for intestinal
cells and tissues (Ando, 1988; Blachier et al., 2009; Burrin and Stoll,
2009; Reeds et al., 2000), and the derived beneficial effects on the main-
tenance of the intestinal structure and function (Cabrera et al., 2013;
Cheng et al,, 2011, 2012; Pohlenz et al., 2012; Qiyou et al., 2011;
Rezaei et al.,, 2013; Shan et al., 2012; Wu et al,, 2011; Yan and
Qiu-Zhou, 2006). A significant part of the glutamate and glutamine
absorbed by the intestine is transported to the liver (Brosnan, 2003),
the major organ involved in nutrient assimilation and transformation
into oxidizable substrates, such as glucose and fatty acids, that can be
utilized by the whole body.

In piglets, glutamine and glutamate supplementation enhance feed
efficiency and growth, whereas their reported effects on fish growth
performance have to date been inconclusive. Glutamate supplementa-
tion has been reported to either increase (Hughes, 1985; Oehme et al.,
2010), decrease (Figueiredo-Silva et al., 2010; Mambrini and Kaushik,
1994), or having no effect on fish growth performance (Kirchner et al.,
2003). There is a stronger evidence that glutamine promotes growth
in fish (Cheng et al., 2012; Qiyou et al., 2011; Schuhmacher et al.,
1995; Wang et al,, 2011; Yan and Qiu-Zhou, 2006).

The aim of the present study was to analyze the effect of glutamate
and glutamine supplementation on growth performance and their role
in the expression of key enzymes involved in the liver metabolism of
juvenile gilthead seabream (Sparus aurata). Such knowledge could be
helpful to evaluate the possible role of glutamine and glutamate in
sparing dietary protein.

2. Materials and methods
2.1. Diets

Four isoenergetic diets supplemented with 4% glutamate (GLU), glu-
tamine (GLN) or bovine serum albumin (BSA) at the expense of dietary
carbohydrate contents (CHO) were fed to S. aurata juveniles (Table 1).
CHO and BSA diets were designed as controls to assess the effect of
substituting dietary carbohydrates and proteins, respectively, by gluta-
mate or glutamine.

Differences in the amino acid composition of diets were negligible
(Table 2), except for diets GLU and GLN, which presented higher levels
of glutamate and glutamine, respectively.

2.2. Feeding trial and sampling

Gilthead seabream (S. aurata) juveniles (3.7 + 0.5 g body weight,
n = 186) were obtained from Piscimar (Burriana, Spain) and distribut-
ed in twelve seawater aquaria of 260 1, 15-17 fish per aquarium. Fish
maintenance conditions were as previously described in Fernandez
et al. (2007). Fish were acclimated for two weeks to facility conditions
and fed a commercial diet Microbag-15 (Dibaq Group, Spain; 51%
crude protein, 21% crude fat, 14% carbohydrates). Each experimental
diet was randomly assigned to three aquaria. The fish were fed for
52 days with a daily ration equivalent to 4% body weight (BW), divided
into two meals (at 9.30 and 15.30 h) from Monday to Friday. On

Table 1
Composition and proximate analysis of the experimental diets.
CHO GLU GLN BSA

Formulation (%)
Brown fish meal® 70.0 70.0 70.0 70.0
Fish oil” 12.7 12.7 12.7 12.7
Starch® 14.2 10.2 10.2 10.2
Glutamate? - 4.0 - -
Glutamine® - - 4.0 -
Albumin? - - - 4.0
Carrageenan® 2.0 2.0 2.0 2.0
Mineral mixture® 0.9 0.9 0.9 0.9
Vitamin mixture® 0.2 0.2 0.2 0.2
Chemical analysis (% dry weight, DW)
Crude protein 51.9 55.6 56.1 55.9
Carbohydrate® 183 14.0 13.6 14.1
Crude fat 184 18.8 189 189
Ash 113 11.6 114 11.1
Gross energy (kj/g DW)" 22.8 23.0 231 23.2

¢ Corpesca S.A. Super-Prime fish meal (Santiago de Chile, Chile).

b Fish oil from A.F.AM.S.A. (Vigo, Spain).

¢ Pregelatinised corn starch from Brenntag Quimica S.A. (St. Andreu de la Barca,
Barcelona, Spain).

d L-glutamic acid, L-glutamine, bovine serum albumin and iota carrageenan from
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

¢ Mineral mixture (mg/kg): CaHPO, 2H,0, 7340; MgO, 800; KCl, 750; FeSO4 7H,0, 60;
Zn0, 30; MnO,, 15; CuS04-5H,0, 1.7; CoCly-6H,0, 1.5; KI, 1.5; Na,Se0s3, 0.3.

T Vitamin mixture (mg/kg): choline chloride, 1200; myo-inositol, 400; ascorbic acid,
200; nicotinic acid, 70; all-rac-tocopherol acetate, 60; calcium pantothenate, 30; ribofla-
vin, 15; piridoxin, 10; folic acid, 10; menadione, 10; thiamin-HCl, 8; all-trans retinol, 2; bi-
otin, 0,7 cholecalciferol, 0.05; cyanocobalamin, 0.05.

& Carbohydrates were calculated by difference.

" Calculated from gross composition (protein 24 kj/g, fat 39 kJ/g, carbohydrates 17 kj/g).

weekends, the fish were fed a single meal of 2% BW. Fish well accepted
all diets and consumed the ration within 10-15 min completely. Fish
from each aquarium were individually weighed every 7-10 days to
adjust feed ration. Fish were not fed the days they were weighed.

For initial and final whole-body composition analysis, 12 fish were
sacrificed in the beginning, and another 5 fish were taken from each
aquarium and sacrificed at the end of the experiment. Prior to sampling,
fish were fasted for 24 h to ensure complete evacuation of the gut. Fish
were sacrificed by anesthesia overdose (MS-222), ground and kept at
— 20 °C until analysis. The remaining fish were anesthetized by immer-
sion in seawater with 70 mg/l of MS-222. Once anesthetized, fish were
sacrificed by cervical section, and immediately dissected to obtain
blood and liver samples. Serum from blood samples was recovered
after centrifugation (4000 rpm for 15 min) and stored at —20 °C.

Table 2
Amino acid composition (% DW) of the experimental diets.
CHO GLU GLN BSA
Arg 3.2 3.0 3.0 33
His 1.9 1.8 1.8 1.9
Lys 3.9 3.7 3.7 4.2
Thr 22 2.1 2.1 23
Ile 2.0 1.9 1.8 2.0
Leu 3.6 34 34 39
Val 24 23 23 25
Met 14 13 14 14
Phe 1.9 1.7 1.8 2.1
Cys 0.1 0.2 0.2 0.4
Tyr 1.5 14 14 1.6
Asx? 4.5 4.2 43 4.7
GIx" 6.3 9.9 10.1 6.9
Ala 29 2.7 2.8 3.0
Gly 29 2.7 2.8 29
Ser 1.9 1.8 1.9 20
Pro 1.8 1.6 1.7 1.9

# Asx is the sum of Asn and Asp, since Asn is converted to Asp during hydrolysis.
b GlIx is the sum of GIn and Glu, since GIn is converted to Glu during hydrolysis.
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Liver samples were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at
— 80 °C until analysis. All experimental procedures followed the guide-
lines of the Animal Use Committee of the University of Barcelona.

2.3. Food and whole-body composition

Grounded samples of feed and fish were dried at 70 °C until constant
weight to calculate moisture content. Dried samples were analyzed for
nitrogen (N) content with a Carlo Erba NA 2100 elemental analyzer
(CE Instruments, Italia). Crude protein was calculated multiplying N
content by a factor of 6.25. Crude fat was extracted with petroleum
ether using a Soxtec HT 1043 extraction unit (Foss Tecator, Denmark)
and then weighed to calculate their contribution to whole dry weight.
For ash content determination, weighed samples were incinerated in a
muffle furnace (Hobersal 12PR/300, Hobersal, Spain) at 450 °C for
12 h and then weighed again.

To analyze dietary amino acid composition, feed samples were
hydrolyzed at 105 °C for 24 h in vacuum-sealed tubes with 6 M-HCI
containing 0.4% (w/v) phenol. An internal standard of 2.5 mM-o-
aminobutyric acid was added prior to hydrolysis. Amino acids were an-
alyzed by HPLC using the AccQTag pre-column derivatization method.
Acid hydrolysis converts glutamine and asparagine to glutamate and
aspartate, respectively. For this reason, these amino acids have been
represented as GlIx (sum of glutamine and glutamate) and Asx (sum of
asparagine and aspartate) in Table 2.

24. Metabolites in liver and serum

Serum glucose and triglycerides were determined with commercial
kits (Glucose MR, Triglycerides MR; Linear Chemicals, Montgat, Spain).
For liver glycogen and triglycerides analysis, 50 mg of powdered tissue
was homogenized in 0.6 M-perchloric acid (1/5, w/v) with a PTA-7
Polytron (position 2-3, 10 s). An aliquot of the homogenate (100 pl)
was incubated with amyloglucosidase following the method described
by Keppler and Decker (1974) to convert glycogen into glucose. For tri-
glyceride determination, 50 pl of the homogenate were neutralized with
10 pl of 1 M-KHCOs. After the addition of 190 pl of 0.5% (v/v) NP-40, the
mix was incubated at 80 °C for 5 min. After removal of insoluble mate-
rial by centrifugation at 13 000 g for 2 min, glucose and triglycerides
were analyzed as described for the serum samples.

To determine liver free glutamate and glutamine content, 25 mg of
the powdered tissue was homogenized in 1.5 M-perchloric acid (1/10,
w/v) and then centrifuged at 10 000 g for 15 min. Supernatants were
assayed for glutamate and glutamine with a commercial kit (GLN-1,
Sigma-Aldrich, MO, USA).

2.5. Liver enzyme activity assays

Fish livers were individually homogenized, and the activity of
selected key enzymes involved in hepatic metabolism was analyzed.
Crude extracts for assays were obtained by homogenization of
powdered frozen liver (1/5, w/v) in ice-cold buffer (50 mM-Tris-
HCl pH 7.5; 4 mM-EDTA; 50 mM-NaF; 0.5 mM-PMSF; 1 mM-DTT;
250 mM-sucrose) using a Polytron (position 3-4, 10 s). Then, homoge-
nates were centrifuged at 13 000 g for 45 min at 4 °C, supernatants were
collected, and the upper lipid layer and the cell debris pelleted at the
bottom were discarded. For glucokinase (GK; EC 2.7.1.12) activity
assay, 100 mM-KCl was added to the homogenization buffer and the
crude extracts were filtered through a Sephadex G-25 column.

Alanine aminotransferase (ALT, EC 2.6.1.2) and aspartate amino-
transferase (AST, EC 2.6.1.1) activities were determined using commer-
cial kits (ALT-GPT BR and AST-GOT BR, respectively; Linear Chemicals,
Montgat, Spain). Activities of GK, 6-phosphofructo 1-kinase (PFK-1, EC
2.7.1.11), pyruvate kinase (PK, EC 2.7.1.40), fructose 1,6-bisphosphatase
(FBPase-1, EC 3.1.3.11) and glucose 6-phosphate dehydrogenase

(G6PDH, EC 1.1.1.49) were assayed as previously described (Caseras
et al,, 2000; Met6n et al., 1999).

GDH activity was measured both in the oxidative (c-ketoglutarate
formation, GDHox) and the reductive (glutamate formation, GDHred)
direction. GDHox activity was assayed by a method adapted from
Gomez-Requeni et al. (2003). To this end, 4 pl of homogenate was
added to a reaction mixture containing 20 mM-L-glutamate, 1 mM-
NAD™, 1 mM-ADP and 100 mM-hydrazine buffered with 175 mM-
Tris-HCl (pH 9). GDHred activity was assayed as previously described
in Bibiano Melo et al. (2006).

All enzyme activity assays were performed at 30 °C and followed at
340 nm using a COBAS MIRA S spectrophotometric analyzer (Hoffman-
La Roche, Switzerland). Protein content in the extracts was determined
by the method of Bradford (1976), with bovine serum albumin as
standard. Enzyme activity is expressed as U per g of protein.

2.6. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

Total mRNA from liver samples was isolated using the Speedtools
Total RNA Extraction Kit (Biotools, Spain). The RNA quantity and quality
were determined spectrophotometrically at 260/280 nm using a
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA). cDNA templates for
qRT-PCR analysis were obtained from 2 g of total RNA, after 1 h incuba-
tion at 37 °C, using M-MLV RT (Promega, USA), in the presence of an
RNase inhibitor (RNAsin, Promega) and random hexamer primers.

Quantitative real-time PCR was performed to detect variations in the
expression of genes encoding the enzymes in Section 2.5, as well as
cytosolic acetyl-CoA carboxylase (ACC1, EC 6.4.1.2), using gene-specific
oligonucleotides (Table 3). PCR amplification was carried out in a
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA), 0.4 pM
of each primer, 10 L of Power SYBR Green (Applied Biosystems) and
1.6 L of 10x diluted cDNA, in a final volume of 20 pl. For each sample,
PCR was performed in duplicate and gene expression calculated by
the standard AACt method. S. aurata ribosomal subunit 18 (18S) and
elongation factor 1 o (EF1at) were chosen as reference genes to normal-
ize expression levels of targets between different samples. Since normal-
ization with 18S and EF1at gave the same results, the normalized values
presented in this study are referred to 18S gene.

Table 3
Primers used for gene expression analysis by real-time RT-PCR.

Gene Accession number  Primer

18s AM490061 Forward TTACGCCCATGTTGTCCTGAG
Reverse  AGGATTCTGCATGATGGTCACC

GK AF169368 Forward TGTGTCAGCTCTCAACTCGACC
Reverse ~ AGGATCTGCTCTACCATGTGGAT

PFK-1 KF857580 Forward TGCTGGGGACAAAACGAACTCTTCC
Reverse  AAACCCTCCGACTACAAGCAGAGCT

PK KF857579 Forward CAAAGTGGAAAGCCGGCAAGGG
Reverse ~ GTCGCCCCTGGCAACCATAAC

FBPase-1 AF427867' Forward CAGATGGTGAGCCGTGTGAGAAGGATG
Reverse ~ GCCGTACAGAGCGTAACCAGCTGCC

G6PDH  JX073711 Forward TGATGATCCAACAGTTCCTA
Reverse ~ GCTCGTTCCTGACACACTGA

ACC1 JX073712 Forward CCCAACTTCTTCTACCACAG
Reverse ~ GAACTGGAACTCTACTACAC

cALT1 AY206502 Forward GCGAGCCTAGTGAGCAACTGATATC
Reverse ~ CCGCTCGCTGGACTACGGGACCACGA

cAST KMO014670 Forward TGGAAGGGTAACGTGAAGACC
Reverse ~ GGTCCCCGGGGTGCCCAGACC

GDH JX073708 Forward GGTATCCACGGTCGTATCTCAGCC
Reverse ~ GAGACCCACATTACCAAAGCCCTG

cALT1, cytosolic ALT isoform 1; cAST, cytosolic AST isoform.
1 From Panserat et al. (2002).
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2.7. Calculations

Specific growth rate (SGR, %/day) was calculated as SGR =
100(exp® — 1), where G = In(W1 /WO0) / T, WO and W1 are the initial
and final fish weight (g), and T is the number of days between
weightings (Hardy and Barrows, 2002). Feed Intake (g/fish) was calcu-
lated as total dry feed intake (g) / number of fish. Relative feed intake
(RFI, g/Kg ABW/day) was calculated as total dry feed intake (g) / average
body weight (ABW, kg) / T (day), where ABW = (W1 + WO) / 2. Feed
conversion ratio (FCR) was calculated as dry feed intake (g)/wet weight
gain (g). Protein retention (PR, %) was the (body protein gain (g) / protein
intake (g)) x 100. Fat retention (FR, %) was the (body fat gain (g) / fat
intake (g)) x 100. The Hepatosomatic Index (HSI, %) was calculated as
(liver fresh weight (g) / fish body weight (g)) x 100.

2.8. Statistical analysis

Data were statistically analyzed using SPSS 19.0 (SPSS Inc.). For
variables with one average value per aquarium, statistical differences
among diets were analyzed by one-way ANOVA. For variables with mul-
tiple independent values per aquarium, data were submitted to two-
way ANOVA with the ‘aquarium’ random factor being nested to the
main factor ‘diet’. When statistical differences were found, one- and
two-way ANOVAs were followed by Tukey's post-hoc test to identify
differences among mean values. The accepted level of significance was
P <0.05.

3. Results
3.1. Growth performance and whole body composition

Final weight, growth rate and feed intake of S. aurata juveniles were
not statistically different among the four dietary treatments (Table 4).
However, fish fed the GLU or the GLN diet showed better FCR and pro-
tein retention than fish fed the CHO diet. Protein retention in fish fed
GLU diet was even higher than in fish fed BSA diet. The GLU diet in-
creased lipid retention significantly, compared to GLN and BSA diets.
The fish from the GLU group consumed less feed per unit weight than
those of the CHO group. Moreover, feeding the GLU diet resulted in a
higher hepatosomatic index (HSI).

Fish fed GLN diet presented higher body protein content than fish
fed GLU or CHO, but similar to the content found in fish fed BSA
(Table 4). Fish fed GLU diet showed higher fat content than those fed
GLN or BSA diets, but similar to values found in fish fed CHO diet. Fish
moisture and ash content were similar for all diets.

3.2. Metabolites in serum and liver

Fish fed GLN presented serum glucose levels similar to those found
in fish fed BSA, but significantly higher than those found in fish fed
diets CHO or GLU (Table 5). Liver glycogen and triglyceride contents
were significantly higher in fish fed diets CHO and GLU, compared to an-
imals fed either the GLN or the BSA diet. The livers of fish fed CHO, GLU
and GLN diets showed similar values of free glutamate and glutamine,
but values for fish fed BSA were significantly lower.

3.3. Liver enzyme activity and gene expression

Considering the key enzymes involved in glycolysis/gluconeogenesis,
the highest GK activity and mRNA levels were found in fish fed diets GLU
and CHO (Fig. 1). PFK-1 and PK activities and expression levels were
lower in fish fed GLN, compared to fish fed the other diets. Fish fed
GLU or GLN diets showed lower FBPase-1 mRNA levels than fish fed
BSA, but similar to the levels found in fish fed CHO.

Hepatic lipogenesis was significantly affected by the composition of
the diet (Fig. 2). Fish fed CHO gave higher G6PDH activity and mRNA
levels than fish fed GLN or BSA, but similar to values found in the
fish fed GLU diet. In comparison to fish fed CHO or BSA diets, ACC1
expression was down-regulated in the fish fed the GLN diet, and up-
regulated in fish fed the GLU diet.

Activity and mRNA abundance of cytosolic ALT (cALT1) and cytosolic
AST (cAST) were lower in the livers of fish fed CHO, GLU or GLN diets
compared to fish fed the BSA diet (Fig. 3). GDH activity determined in
the direction of glutamate formation (GDHred) was significantly
lower in fish fed GLU or GLN than in fish fed CHO or BSA diets. Consis-
tently, the lowest GDH mRNA levels were found in the liver of fish fed
the amino acid-supplemented diets. However, when GDH activity was
determined in the direction of the glutamate oxidation (GDH ox), fish
fed GLN and BSA diets showed the highest activity values.

4. Discussion

S. aurata juveniles fed the four diets did not present significant dif-
ferences in final weight or specific growth rate (SGR). The fact that the
overall nutrient composition and energy content of the diets were
matched could explain these results. Moreover, activities of enzymes
that control key rate-limiting steps of nutrient assimilation have been
shown to vary with dietary composition (Fernindez et al., 2007,
Metén et al., 1999; present work), possibly explaining the maintenance
of relatively constant growth rates for different diets. Another reason for
SGR similarities could reside in the restricted feeding regime applied to

Table 4
Data on growth performance, nutrient retention and whole-body composition of Sparus aurata fed the four experimental diets.
CHO GLU GLN BSA p!

Initial body weight (g) 634 +0.10 6.30 £ 0.13 6.40 + 0.17 6.46 + 0.08 0.811
Final body weight (g) 1425 + 0.22 15.48 + 0.37 15.05 + 0.24 14.64 + 033 0.083
SGR (%/day) 1.57 & 0.04 1.74 £ 0.08 1.66 + 0.02 1.59 + 0.03 0.102
FI (g/fish) 13.86 + 043 1245 £ 0.56 13.35 £ 046 13.10 £ 042 0.273
RFI (g/kg ABW/day) 28.44 + 0.55° 24.87 + 1.24° 26.62 £ 0.18%° 26.48 £+ 0.12% 0.039
HSI 1.12 + 0.04° 1.51 + 0.04* 1.13 + 0.03° 1.16 + 0.03° <0.001
FCR 1.91 + 0.08° 1.43 4+ 0.07° 1.54 4 0.04° 1.66 & 0.08%° 0.013
PR (% intake) 17.07 + 0.46° 23.24 + 0.60° 21.25 4 0.53% 19.58 + 0.98™ 0.004
LR (% intake) 30.81 + 4.74% 4272 +1.12° 2547 +£1.91° 25.29 + 4.08" 0.021
Whole body composition (% fresh weight. FW; % dry weight. DW)
Moisture (% FW) 68.63 & 1.07 68.36 & 0.62 70.24 £ 0.17 69.45 + 0.31 0.235
Crude protein (% DW) 52.64 + 0.62¢ 55.08 + 0.66" 59.80 + 0.55° 57.50 + 0.37% <0.001
Crude fat (% DW) 29.99 + 1.40% 33.00 + 0.65° 26.44 + 0.97° 26.97 4+ 1.44° 0.014
Ash (% DW) 11.88 £ 0.25 1151 £ 0.03 1248 + 051 1227 £ 042 0.121

Values are expressed as means =+ standard errors of the mean for three replicate groups of fish. Different superscript letters indicate significant differences between means. SGR: specific
growth rate; FI: feed intake; RFI: relative feed intake; HSI: hepatosomatic index; FCR: feed conversion ratio; PR: protein retention; FR: fat retention.

1 Pvalue from ANOVA significance tests.
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Table 5
Metabolites concentrations in serum and liver of Sparus aurata fed the different experimental diets. Glycogen content in liver is expressed as mg of glucose per g fresh weigh (fw) of tissue.
CHO GLU GLN BSA p!

Serum
Glucose (mg/dL) 7249 4 557" 80.01 + 538" 101.9 + 6.34° 89.85 + 6.07°" 0.008
Triglycerides (mg/dL) 8422 4 49.51° 698.5 + 49.93% 434.4 + 30.75¢ 572.4 + 39.96> <0.001
Liver
Glycogen (mg/g fw) 89.89 + 3.04° 102.3 £ 6.42° 67.60 + 4.16" 68.65 + 3.87° <0.001
Triglycerides (mg/g fw) 5.24 £+ 0.35° 4.81 +0.14* 3.25 + 0.49° 2.99 + 0.30° <0.001
Glutamate (umol/g fw) 7.89 £ 0.64° 9.44 £+ 091° 9.79 + 0.83° 3.39 £ 0.16° <0.001
Glutamine (pumol/g fw) 449 £+ 0.67° 4.58 £ 0.47% 5.05 + 0.49° 0.79 + 0.17° <0.001

Values are expressed as means =+ standard errors of the mean for 8-10 fish. Different superscript letters indicate significant differences between means.

T Pvalue from ANOVA significance tests.

the fish. Growth differences might have been accentuated if the fish
were fed ad libitum, considering that free amino acids usually act as
feeding stimulants for fish (Li et al., 2009). However, differences in
feed intake would have masked the specific effects of glutamate and
glutamine on growth performance and the intermediary metabolism
of S. aurata, which was the main objective of the present study.

Final weight, SGR and feed intake were similar but not identical for
the four groups of fish. Small and non-significant differences in growth
and feed intake resulted in small but significant differences in other
growth performance parameters. Glutamate and glutamine supplemen-
tation improved FCR of S. aurata juveniles compared to the control diet
supplemented with carbohydrate. These results are in agreement with
studies in other fish species reporting that glutamate and glutamine
supplementation improved growth and feed efficiency (Cheng et al.,
2012; Hughes, 1985; Oehme et al., 2010; Qiyou et al., 2011; Wang
et al,, 2011; Yan and Qiu-Zhou, 2006).

Glutamate and glutamine supplementation improved protein reten-
tion in S. aurata juveniles, compared to the control diet supplemented
with carbohydrate. This was an expected result considering that a mod-
erate increase of dietary NEAA may improve fish growth performances,
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by sparing EAA from being utilized as energy substrates (Abboudi et al.,
2009; Conceicdo et al., 2002; Kim et al., 1992; Rennestad et al., 2003). In
the case of glutamate supplementation, the level of protein retention by
fish was even better than the values obtained with the protein supple-
mented diet. This result can be attributed to the specific functional prop-
erties of glutamate and the induced changes in the metabolic machinery
that are discussed bellow.

Our results with juveniles S. aurata show clear differences between
glutamine and glutamate supplementation with respect to the regula-
tion of liver glucose and lipid metabolism. All measured glycolytic
enzymes showed down-regulation of mRNA levels and activity when
the fish were fed the GLN diet (Fig. 4). In contrast, only GK mRNA
expression and activity decreased in the fish fed the BSA diet. Further-
more, glutamine supplementation resulted in the highest serum glucose
levels, which could be indicative of lower glycolytic capacity.

Glucose phosphorylation to glucose 6-phosphate by hepatic GK is a
key step in glycogen synthesis and pentose phosphate pathway. Consis-
tently, livers of fish fed the GLN diet showed lower glycogen content, as
well as reduced G6PDH mRNA and activity values, compared to fish fed
CHO or GLU diets. Given that oxidative pentose phosphate pathway is a
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Fig. 1. Effect of different experimental diets on the activity and mRNA levels of (a) GK, (b) PFK-1, (c) PK and (d) FBPase-1 in liver of Sparus aurata. White and black bars represent mean
values of enzyme activity (n = 12) and expression (n = 8), respectively. Error bars correspond to S.E.M. Different small and capital letters indicate significant differences (P < 0.05) in
activity and mRNA levels, respectively.
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Fig. 2. Effect of different experimental diets on the activity and mRNA levels of (a) GGPDH and (b) ACC1 in liver of Sparus aurata. White and black bars represent mean values of enzyme
activity (n = 12) and expression (n = 8), respectively. Error bars correspond to S.E.M. Different small and capital letters indicate significant differences (P < 0.05) in activity and mRNA

levels, respectively.

major producer of NADPH for fatty acid synthesis, a reduction in the
pentose phosphate pathway activity is consistent with the low hepatic
ACC1 mRNA levels observed in fish fed the GLN diet.

Fish fed GLN presented low levels of triglycerides in serum and
liver, as well as low body fat content, supporting down-regulation of
the lipogenic pathway. In contrast, fish fed GLU diet showed an up-
regulation of GK expression, similar to that of fish fed CHO. Consistent
with GK data, livers of fish fed GLU diet presented high glycogen content
and up-regulation of G6PDH expression. Furthermore, glutamate
supplementation promoted lipid synthesis and retention as seen by
enhanced ACC1 mRNA levels, high body fat content, and increased
triglyceride levels in serum and liver (Fig. 4).

The present study reports for the first time a significant effect of
glutamate supplementation on the glycolytic enzymes activities and
expressions in fish species. In humans, glutamate supplementation im-
proves glucose metabolism (Di Sebastiano et al., 2013). In weaned pig-
lets, glutamine supplementation down-regulates liver PK expression

(Xiaoetal., 2012). Glutamate and glutamine have been proposed to reg-
ulate glycolysis and lipogenesis through the mediation of different cell
signaling pathways (Meijer, 2003; Newsholme et al.,, 2003). Glutamine
activates mTOR signaling (Duran and Hall, 2012; Fumarola et al.,
2005; Wu et al,, 2013), which mediates the transcriptional up-
regulation of GK and fatty acid synthase (FAS, EC 2.3.1.85) in rainbow
trout (Dai et al., 2013).

In vitro experiments, with cultured trout hepatocytes, indicated that
GK and FAS up-regulation, through mTOR activation, is dependent on
the presence of insulin (Lansard et al., 2010, 2011). Plasma insulin levels
were not measured in the present study. However, increased glycolysis,
glycogenesis and lipogenesis in fish fed the GLU diet, are consistent with
the effects of insulin reported for fish (Caruso and Sheridan, 2011). So
far, no effect of glutamate and glutamine on plasma insulin levels has
been reported in fish. However, other amino acids such as arginine,
alanine and methionine have shown higher insulinotropic activity in
comparison to increased glucose levels (Andoh, 2007). In mammals,
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Fig. 3. Effect of different experimental diets on the activity and mRNA levels of (a) ALT, (b) AST and (c,d) GDH in liver of Sparus aurata. White and black bars represent mean values of
enzyme activity (n = 12) and expression (n = 8), respectively. Error bars correspond to S.E.M. Different small and capital letters indicate significant differences (P < 0.05) in activity
and mRNA levels, respectively.
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Fig. 4. Effect of glutamate and glutamine supplementation on the Sparus aurata liver intermediary metabolism.

glutamate and glutamine have been reported to enhance calcium-
dependent insulin exocytosis caused either by glucose or leucine
(Wiederkehr and Wollheim, 2012). Although the molecular mecha-
nisms that explain the role of glutamate and glutamine in modulating
glucose metabolism are still unclear (Wiederkehr and Wollheim,
2012), our findings support that dietary glutamate participates in the
regulation of glucose metabolism in fish.

In the present study, hepatic FBPase-1 activity and gene expression
were unaffected by differences in dietary carbohydrate content. These
results are in agreement with previous studies indicating that gluconeo-
genesis in fish liver is poorly inhibited by dietary carbohydrate (Caseras
et al., 2002; Enes et al., 2009; Fernandez et al., 2007; Met6n et al., 1999;
Polakof et al., 2012). Poor regulation of FBPase-1 is thought to be one of
the main causes for the low utilization of dietary glucose by fish. Indeed,
FBPase-1 expression in the liver of S. aurata juveniles was not affected
by glutamate or glutamine supplementation, despite both being major
substrates for hepatic gluconeogenesis (Newsholme et al., 2003).
PFK-1 and FBPase-1 regulate the fructose 6-phosphate/fructose 1,6-
bisphosphate substrate cycle. According to our results, the expression
of these enzymes indicates that glycolysis is up-regulated in fish fed

the GLU diet while it is down-regulated in fish fed the GLN diet (Fig. 4).

Other studies about the effect of glutamate supplementation on the
gluconeogenic pathway in carnivorous fish produced inconclusive re-
sults. Kirchner et al. (2003), and Gémez-Requeni et al. (2003) found
that glutamate supplementation did not affect the activity and gene ex-
pression of FBPase-1 and glucose-6-phosphatase (G6Pase, EC 3.1.3.9).
However, Kirchner et al. (2003) reported a significant reduction in the
activity of mitochondrial phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK,
EC 4.1.1.32). In contrast, Figueiredo-Silva et al. (2010) found that
PEPCK activity was up-regulated in fish fed a diet supplemented with
glutamate and aspartate.

According to the present results, amino acid metabolism appears
to be differently affected depending on the nature of the supplemented
nitrogen source. Liver ALT and AST expression levels indicate that gluta-
mate or glutamine supplementation did not up-regulate transamina-
tion, compared to dietary supplementation with purified protein (BSA
diet). Furthermore, previous research on NEAA supplementation to
fish feeds did not show any effect on hepatic ALT and AST activity
(Figueiredo-Silva et al., 2010; G6mez-Requeni et al., 2003; Peres and
Oliva-Teles, 2006). This insensitivity of hepatic transaminase activities
to dietary glutamate and glutamine may reflect the fact that a significant
portion of dietary glutamate and glutamine is deaminated in the intes-
tine of fish (Ando, 1988), as it is the case in mammals (Burrin and Stoll,
2009).

In the present study, glutamate/glutamine supplementation down-
regulated GDHred activity and GDH mRNA levels. This result suggests
that hepatic demand for glutamate was satisfied to a greater extent by
dietary intake in relation to de novo synthesis. This situation opposes

to what was found in fish fed CHO or BSA diets. In contrast, according
to GDHox activity values, glutamate was oxidized at higher rates in
the liver of fish fed GLN or BSA diets than in fish fed CHO or GLU diets.
Thus, GDHred and GDHox activities were affected differently by diet
composition. Consistently, previous research on dietary glutamate
supplementation to fish showed a similar decrease of the deaminating
activity of GDH (Figueiredo-Silva et al., 2010).

The trend in GDHox activity among dietary treatments is coherent
with the inverse trend in GK activity. Accordingly, fish fed GLN or
BSA diets had a greater demand for glutamate as an energy source,
whereas increased glycolysis in fish fed CHO or GLU diets probably
decreased such demand. Increased GDHox activity in fish fed the GLN
diet was not probably enough to reduce free glutamate and glutamine
concentration in the liver, as it was the case in the fish fed the
BSA diet. Therefore, glutamine intake would have exceeded liver's
energy requirements, which in turn may have spared other dietary
amino acids from being catabolized, thus improving protein retention
of fish.

In conclusion, dietary supplementation with glutamate or glutamine
improved protein utilization in S. aurata juveniles through different
metabolic mechanisms. In the fish fed the glutamine supplemented
diet, the liver seems to catabolize excess glutamine preferentially over
amino acids derived from dietary protein. Instead, glutamate supple-
mentation increased protein retention probably by improving hepatic
glucose metabolism. Future studies will help to unravel the molecular
basis of the observed glutamate-dependent stimulation of glycolysis,
and whether this effect could facilitate protein replacement by carbohy-
drates in diets for farmed fish without compromising growth and feed
utilization.
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