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RESUMEN 
Existen numerosos estudios que demuestran que la inclusión de Ulva viva y/o la 

harina en los alimentos para L. vannamei mejora el crecimiento, la tasa de conversión del 

alimento y la pigmentación. Sin embargo, no existen estudios que relacionan el consumo 

de algas con la activación o represión de genes. El objetivo de este estudio fue describir 

los cambios en la expresión génica de juveniles Litopenaeus vannamei sometidos al 

consumo de Ulva clathrata como un suplemento alimenticio, e identificar las vías 

metabólicas que son modificadas. En este estudio, hemos empleado la secuenciación 

masiva de nueva generación y técnicas bioinformáticas para observar las diferencias en el 

transcriptoma de camarones alimentados con una dieta control (T1) y camarones 

alimentados con la dieta control más Ulva clathrata viva como suplemento (T2). El 

tamaño promedio de las librerías fue 271 pb para T1 y 275 para T2. Se obtuvo un total de 

7,706,527 lecturas crudas en el secuenciador MiSeq Illumina y un total de 6,591,856 

lecturas después de filtrar por Q30, de las cuales 2,736,675 correspondieron al T2 y 

3,855,181 al T1. El ensamblaje de novo usando el software Trinity, generó 37,078 

transcritos para el T1 con una longitud promedio de 666 pb (N50 de 1007 pb) y para T2 

se generaron 31,615 transcritos con una longitud promedio de 592 pb (N50 de 800 pb). 

Los contigs ensamblados de novo de cada tratamiento fueron posteriormente identificadas 

utilizando la herramienta bioinformática de proteínas no redundantes BLASTx del NCBI 

[obteniendo 15,861 (42,77%) unigenes para T1 y 14,246 (45,06%) para T2], 

adicionalmente se utilizó la base de datos Kyoto Enciclopedia de Genes y Genomas 

(KEGG), base de datos de ontología de genes (GO). El análisis de la expresión diferencial 

arrojó un total 396 genes con diferentes niveles de expresión entre los dos tratamientos y 

fueron categorizados en 4 grupos de acuerdo a su posible función; numerosos genes 

asociados a respuesta inmune, metabolismo de lípidos, proceso de oxidación-reducción, 

respuesta al estrés y estímulo fueron identificados. El estudio muestra una descripción 

sistemática del análisis del transcriptoma en L. vannamei, y proporciona valiosa 

información genética para el estudio de los mecanismos moleculares en camarones de esta 

especie bajo la alimentación con la macroalga Ulva clathrata.  
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ABSTRACT 
There are multiple studies that show that the inclusion of live Ulva and/or its flour 

in feeds assigned to L. vannamei improve growth, food conversion ratio and pigmentation.  

Nevertheless, there are no studies that relate the consumption of algae with the genes 

activation or repression. The purpose of this study was to describe the changes in the gene 

expression of Litopenaeus vannamei juveniles subjected to the consumption of Ulva 

clathrata as a dietary supplement, and to identify the modified metabolic pathways. In 

this study, we have used next-generation massive sequencing and bioinformatic 

techniques, in order to observe the differences in the transcriptome of shrimps that were 

fed with a control diet (T1) and shrimps that were fed with a control diet plus live Ulva 

clathrata as a supplement (T2). The average size of the libraries was of 271 bp for T1 and 

275 for T2. A total of 7,706,527 raw reads was obtained through the MiSeq- Illumina 

sequencer and a total of 6,591,856 reads after filtering through Q30, from which 2,736,675 

corresponded to T2 and 3,855,181 to T1. The de novo assembly using the Trinity software 

generated 37,078 transcriptions for T1 with an average length of 666 bp (N50 of 1007 bp). 

On the other hand, 31,615 transcriptions were generated for T2 with an average length of 

592 bp (N50 of 800 bp). The de novo assembled contigs of each one of the treatments 

were annotated using a non-redundant sequence proteins database BLASTx from NCBI 

[obtaining 15,861 (42.77%) unigenes for T1 and 14,246 (45.06%) for T2]. In addition, the 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes database (KEGG) as well as the Gene 

Ontology database (GO) were employed. The differential expression analysis generated a 

total of 396 genes with different expression levels between the two treatments and these 

were classified into 4 groups in accordance to their possible function. Among others, it 

was feasible identify: a great number of genes associated to the immune response, lipids 

metabolism, oxidation- reduction process and stress and stimulus response. The study 

shows a systematic description of the transcriptome analysis on L. vannamei and it gives 

valuable genetic information required for studying the molecular mechanisms of this 

species of shrimp under feeding on the macroalgae Ulva clathrata. 



 

1 
 

1.- INTRODUCCION 
El cultivo de camarón es una industria de gran importancia económica a nivel 

mundial, la especie más cultivada es Litopenaeus vannamei cuya producción en México 

para el 2012 fue de 100 mil 320 toneladas, con un valor de producción total de 4 mil 750 

millones de pesos (CONAPESCA 2013). La mayor parte de los costos de producción de 

este organismo (40-60%) es generada por el alimento, por lo que el grado de atención y 

control que se tenga en este rubro es determinante en la definición de márgenes de utilidad 

y competitividad de esta industria. Es por ello que actualmente, la investigación se ha 

centrado en la formulación y elaboración de alimentos más eficientes que puedan 

significar un ahorro en los costos de producción.  

Partiendo del principio de que “la producción de alimentos de calidad comienza 

con la selección de ingredientes de calidad”, se hace necesaria la incorporación a las dietas 

de ingredientes funcionales (también llamados nutracéuticos), que además de su valor 

nutritivo básico necesario para el desarrollo óptimo, nos ayuden a mejorar tanto las 

características físicas de la dieta como la  predisposición de los organismos ante diferentes 

necesidades (incremento en la salud, prevención y tratamiento de enfermedades, 

reducción del estrés, etc.) (Alvídrez-Morales et al. 2002; Shoji et al. 2004).  

Las algas marinas han sido utilizadas por diferentes autores como suplementos en 

las dietas para camarón ya sea en forma viva, como harina o como extractos de las mismas 

ya que son ricas en polisacáridos sulfatados, vitaminas y minerales, y rara vez se 

promueven para el valor nutritivo de sus proteínas. Las algas poseen numerosos 

compuestos bioactivos (polifenoles, clorofila, carotenoides, ácidos grasos) y es por ello 

que en muchos casos, la inclusión de harina de algas en las formulaciones de alimentos de 

camarón mejora la calidad del pellet (mayor estabilidad en el agua, una mayor capacidad 

de retención de agua y la textura suave) y aumenta el consumo de alimento, mejora la 

eficiencia de alimentación, el rendimiento de crecimiento, la calidad del producto (mayor 

pigmentación, menor contenido de colesterol) y mejora la resistencia contra las 

enfermedades bacterianas y virales.  



 

2 
 

 Por todo ello, y por tratarse de la especie acuícola más importante 

económicamente en México, el presente estudio se llevó a cabo con la finalidad de obtener 

información de los mecanismos de acción a nivel molecular en Litopenaeus vannamei al 

ser sometido a una dieta con Ulva clathrata fresca, mediante la expresión diferencial de 

genes usando secuenciación masiva de última generación, probando diferentes 

plataformas de secuenciación. 

La secuenciación masiva de los transcriptomas, permite detectar e identificar casi 

todas las clases de moléculas que son transcritas, desde los ARNmicro y las regiones no 

traducidas 5‘y γ‘hasta los ARNm más largos. A la fecha, en lo que respecta a camarón la 

secuenciación masiva se ha empleado para identificar los genes relacionados con 

respuesta inmune en virtud de la interacción entre el camarón y virus (Li et al. 2013; Chen 

et al. 2013; Sookruksawong et al. 2013), pero el uso de esta nueva herramienta en los 

estudios sobre nutrición esta aún ausente. Aunque estos estudios han contribuido en la 

definición del genoma funcional del camarón, la información generada en estas 

investigaciones es mínima y constituye un plano general, que muestra sólo puntos de 

interés para alguna condición dada y algún tejido u órgano específico.  

 

El estudio muestra una descripción de genómica funcional de L.vannamei, y 

proporciona valiosa información genética para el estudio de los mecanismos moleculares 

bajo la alimentación con la macroalga Ulva clathrata. 
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2.- ANTECEDENTES 

2.1 Cultivo de Litopenaeus vannamei 

La producción camaronera mundial, tanto de captura como de criadero, es de 

aproximadamente 6 millones de toneladas, de las cuales alrededor del 60 por ciento entra 

en el mercado mundial. En términos de valor, el camarón es hoy el producto pesquero 

comercializado internacionalmente más importante (F A O 2011). El camarón blanco del 

pacífico, Litopenaeus vannamei es la especie más cultivada en el mundo en la actualidad, 

por lo tanto, la más importante económicamente. 

 

México cuenta con 1,382 granjas en una superficie de 71,000, siendo los estados 

de Sonora, Sinaloa, Nayarit y Baja California Sur los mayores productores de camarón. 

El camarón por su volumen se encuentra posicionado en el cuarto lugar de la producción 

pesquera en México; y por su valor económico, lo encontramos en el primer lugar, con 

una producción anual de 102, 437 toneladas de peso vivo, requiriendo 204,874 toneladas 

de alimento consumido (CONAPESCA, 2013). Considerando que la alimentación a 

menudo representan más del 50% de los costos variables de una empresa acuícola, 

influyendo así en el rendimiento económico de las mismas (FAO, 2011), es evidente que 

el desarrollo de dietas nutricionalmente efectivas que generen un aumento en la 

producción, traerá con sigo una reducción de los costos operativos lo que las hará más 

competitivas a esta industria (National Research Council 2011). Actualmente, el diseño 

de dietas para alimentación acuícola, va encaminado no sólo a proporcionar los nutrientes 

necesarios para el desarrollo óptimo, sino también a influir en los atributos de la 

composición de los organismos, así como a aminorar la excreción de nutrientes al medio 

(Burr et al. 2005) es por ello que recientemente la investigación se centra en el uso de 

ingredientes funcionales en los que su influencia se extiende no solo a la nutrición del 

organismo sino a la salud, la resistencia a enfermedades, la disminución del estrés y la 

resistencia a agentes causales de enfermedades (Peso-Echarri et al. 2012).  

 

Las algas tienen una ventaja sobre muchos otros organismos, en el sentido de que 

pueden crecer apropiadamente para la producción de compuestos bioactivos deseables.  
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La búsqueda de compuestos nutracéuticos y bioactivos a partir de las algas se ha 

incrementado de manera estable a medida que más especies se están cultivando. Las algas 

marinas contienen sustancias bioactivas como polisacáridos, proteínas, lípidos y 

polifenoles con variada actividad antibacteriana, antiviral y antifúngica, entre otras 

(Castro et al. 2006). 

2.2 Uso de algas marinas como alimento funcional para camarón  

Varios autores han estudiado diferentes especies de algas marinas, encontrando en 

ellas sustancias bioactivas tales como polisacáridos sulfatados asociados con la 

estimulación del sistema inmunológico, a la actividad antiviral y antioxidante (Rocha de 

Souza et al 2007); así como polifenoles que son bien conocidos por su actividad 

antioxidante (Bozin et al 2008; Matanjun et al 2008; Kumar et al 2010; Trigui et al 2013; 

Heffernan et al. 2014), entre otros compuestos. 

Varias macroalgas (Ulva, Undaria, Ascophyllum, Porphyra, Sargassum, 

Polycavernosa, Gracilaria y Laminaria) han sido ampliamente utilizados en dietas para 

peces, algunos estudios sobre sus efectos han sido revisados por Nakagawa et al. (1987), 

así mismo algunas macroalgas han sido evaluadas en alimentos para camarón 

(Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum, Kappaphycus alvarezii, Sargassum sp, 

Gracilaria heteroclada, Gracilaria cervicornis, Caulerpa sertularioides, Ulva clathrata, 

Enteromorpha sp., Hypnea cercivornis, Cryptonemia crenulata and Chnoospora minima) 

cuyos efectos se resumen en el trabajo de Cruz-Suárez et al., (2009a).  

 

En la mayoría de los estudios en los que se han utilizado algas o sus extractos, los 

niveles de inclusión en la dieta son bajos (menos del 10%), en muchos casos, la inclusión 

de las algas se ha traducido en una mejora de la calidad del pellet (mejor la estabilidad en 

el agua, la capacidad de retención de agua y la textura) (Briggs y Funge-Smith, 1996; 

Peñaflorida y Golez ,1996; Cruz-Suárez et al., 2000; Marinho-Soriano et al., 2007), mayor 

consumo de alimento, mejor tasa de conversión alimenticia,  mejora en la eficiencia del 

alimento, mayor crecimiento (Izzati et al., 2011; Mohamed et al., 2012; Hafezieh et al., 

2014) y una mayor calidad de los organismos alimentados (mayor pigmentación, reducir 

en el contenido de colesterol) (Durazo-Beltrán et al., 2004; Casas-Valdez et al., 2006; Ju 
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et al., 2009; Banerjee et al., 2010; Mondal et al., 2014), además, las macroalgas contienen 

algunos compuestos activos como polisacáridos, proteínas, lípidos y polifenoles con 

variada actividad antibacteriana, antiviral y antifúngica, (Castro et al., 2006), que pueden 

mejorar la resistencia de los animales contra las enfermedades bacterianas y virales (Hou 

y Chen 2005; Fu et al., 2007; Ghaednia et al., 2011; Selvin et al., 2011; Immanuel et al., 

2012). 

 

Para el caso específico de la macro alga Ulva Clathrata, (Cruz-Suárez et al., 

2009b; Cruz-Suárez et al., 2010) demuestran la capacidad de esta como alimento vivo 

para sustituir alimento comercial en la fase de engorda temprana del camarón L. vannamei, 

mediante combinaciones de raciones parciales de alimento artificial y Ulva clathrata viva. 

Se observó una disminución del uso de alimento comercial hasta en un 45%, produciendo 

un crecimiento 60% mayor y aportando además otros beneficios en el producto final, ya 

que se encontró una mejor pigmentación como resultado de una mayor deposición de 

astaxantina y carotenoides totales en los camarones. Además, en camarones en cocultivo 

sin adición de alimento artificial, el porcentaje de EPA (C20:5n-3) y DHA (C22:6n-3) fue 

significativamente mayor que en los camarones alimentados solo con alimento artificial.   

 

En un trabajo realizado por Peña-Rodríguez et al. 2010 se exploró la utilización de 

U. clathrata como alimento fresco complementario al alimento balanceado comúnmente 

utilizado en las granjas de camarón. Se encontró que después de 28 días de 

experimentación, en condiciones controladas de laboratorio, los camarones alimentados 

con una ración parcial de 75% del alimento artificial y U. clathrata fresca a saciedad 

resultaron con un crecimiento significativamente superior a camarones alimentados al 

100% de ración de alimento artificial sin presencia de Ulva. En este trabajó se expone 

como alternativa viable el uso de U. clathrata (sin la presencia de otra fuente de 

producción natural) como alimento fresco complementario para camarón, capaz de 

mejorar la tasa de crecimiento y la utilización del alimento balanceado. 

 

Por su parte Villarreal-Cavazos en el 2010 determinó los coeficientes de 

digestibilidad aparente de materia seca, energía, proteína cruda y aminoácidos en alga 
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verde (Ulva clathrata) en camarones juveniles (5.4 ± 0.1 gramos de peso promedio) de L. 

vannamei. Encontraron que los coeficientes de digestibilidad en este ingrediente son 

excepcionalmente altos: materia seca fue de 97%, energía de 99%, proteína cruda y 

aminoácidos de 100%. Concluye que los aminoácidos contenidos en el alga son altamente 

digestibles, y que el aporte de aminoácidos esenciales digestibles es cercano al 50% de los 

aminoácidos totales; adicionalmente es importante resaltar que la cantidad de arginina 

digestible que este ingrediente aporta a los camarones es muy buena (1.9%). 

 

Por otro lado, Cruz-Suárez et al., (2009a) lleva a cabo un experimento en el cual 

comparan tres dietas experimentales formuladas para contener 3.3% de harina 

Macrocystis pyrifera (MAC), Ascophyllum nodosum (ASC) o harina del alga verde Ulva 

clathrata  (Ulva); y alimentan  juveniles de camarón blanco Litopenaeus vannamei (1,6 

g) durante 28 días. Estos autores indican que no se encontraron diferencias significativas 

en el consumo de alimento y la supervivencia, pero con la dieta que fue formulada con 

Ulva el peso final de los animales fue ligeramente superior (4,8 ULVA frente a 4,6 por 

ASC y 4,3 g de MAC). Adicionalmente indican que los camarones alimentados con la 

dieta con Ulva, presentaron un color rojo más oscuro después de la cocción. Así mismo, 

indican que la dieta con Ulva presento una pérdida de materia seca inferior, pero una 

pérdida de proteína superior y también mayor absorción de agua destilada, lo que indica 

una modificación de la calidad física de pellets (mejor estabilidad hídrica).  

 

2.3 Estudios a nivel genético del uso de algas marinas  

Gracias a que en varios estudios se ha mostrado una relación directa entre el 

consumo de algas marinas o sus extractos en la prevención y/o tratamiento de condiciones 

asociadas con el estrés oxidativo (Kim et al., 2008; Lee et al., 2011; Mohamed et al., 

2012; Balboa et al., 2013), la obesidad (Jang et al., 2011; Awang et al., 2013), la diabetes 

(Zhang et al., 2007; Kim et al., 2008; Shui et al., 2012; Motshakeri et al., 2013), el cáncer 

(Yang et al., 2010; Senthilkumar et al., 2013) y las infecciones tanto virales como 

bacterianas (Gupta y Abu-Ghannam 2011; Kanjana et al., 2011), el interés en su consumo 

y en la administración de sus compuestos bioactivos tanto para humanos como para 

animales ha aumentado.  Es por ello que también existen numerosos estudios en los que 
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se ha demostrado que la adición de estas y/o sus extractos tienen la capacidad de modificar 

la expresión de genes relacionados con las patologías antes mencionadas en diferentes 

modelos tanto in vivo como in vitro (Tabla 1).  

Tabla 1 Estudios de expresión de genes en diferentes modelos tanto in vivo como in vitro suplementados con 
macroalgas y/o sus extractos. 

Especie de 

alga 

Tipo de 

muestra 

Actividad Organismo Expresión de genes 

Porphyra 

tenera  

Extracto 

comestible 

Antimutagenica  in 

vitro Salmo

nella 

typhimuriu

m 

El extracto de P. tenera contiene B-caroteno, 

clorofila a y la luteína, mostró un efecto 

supresor sobre la expresión de genes UMU 

C mutágeno inducida en Salmonella 

typhimurium. Okai et al. 1996 

 

Undaria 

pinnatifida 

Extracto 

cloroformo 

metanol (2:1, 

v/v). 

Anti-obesidad Rata y ratón Reducción del tejido adiposo blanco (TAB) 

en los animales alimentados con el extracto 

de Undaria pinnatifida. Aumento en la 

expresión de la proteína de desacoplamiento 

mitocondrial en el TAB. Maeda et al. 2005 

Ulva rigida polisacárido 

soluble en 

agua 

Inmunomoduladora Macrófagos 

de murinos 

(in vitro) 

Aumenta la expresión de citoquinas, la 

expresión del traductor de señal IL6 y el 

receptor beta IL12 e induce un incremento 

en la expresión de COX-2 y NOS-2. Leiro et 

al. 2007 

Gloiopeltis 

furcate 

Extracto de 

methanol 

Antitumoral In vitro en 

líneas 

celulares de 

hepatocarci

noma 

(HepG2) 

humano 

Los efectos anticancerígenos (disminución 

de viabilidad e inhibición del iclocelular) se 

asociaron con la baja regulación de la ciclina 

A, sobre regulación del inhibidor p21 de la 

quinasa dependiente de ciclina y gen de 

defosforilacion Cdc25C. Además, se 

encontró que disminuyó los niveles de la 

ARNm COX-2 y expresión de la proteína sin 

cambios significativos en los niveles de 

COX-1, que se correlaciona con una 

disminución de la síntesis de la 

prostaglandina E2 (PGE2). Bae et al. 2007 

Laminaria 

hyperborea 

y Laminaria 

digitata 

Extracto rico 

en laminaran y 

fucoidan 

Cambio en 

microbiota, y 

morfología del 

intestino, efectos 

 in vivo en 

cerdo 

Incremento en la expresión del ARNm 

interlucina 8 fue observado en el día 6 con la 

suplementación de la combinación del 
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marginales en la 

respuesta inmune  

extracto de L. hiperborea y L. digitata. 

Reilly et al. 2008 

Sargassum 

micracathu

m 

Extracto 

etanòlico 

particionado 

con 4 

solventes 

Anti-inflamatoria in vitro en 

línea celular 

de 

macrófagos 

de murinos 

(RAW 

264.7) 

Las fracciones de cloruro de metileno y 

hexano provocan disminuciones dosis-

dependientes en la expresión de ARNm de 

las proteínas iNOS y COX-2. S. 

micracanthum produjo disminuciones 

dependientes de la dosis en la expresión y la 

producción de ARNm de TNF y IL-6. Yoon 

et al. 2009 

Laminaria 

spp. 

Extracto de 

algas marinas  

Antimicrobiano  in vivo en 

cerdo 

La expresión del ARNm de las citoquinas 

pro-inflamatorias (IL-1a e IL-6) se aumentó 

en el colon de los lechones al suplementarse 

con aceite de pescado (P≤0.05) y la 

suplementación de extracto de algas marinas 

indujo un aumento en la expresión de TNF-

α ileal (P≤ 0.01). S. G. Leonard et al. 2010 

Algas 

marinas 

(Algiflora-3; 

Shinkyo 

Sangyo Co., 

Yamaguchi, 

Japan) 

 

Dieta 0.8% 

algas marinas 

Inmunològico In vivo  

Cerdos 

El tratamiento de algas marinas en los 

cerdos dio lugar a un nivel relativamente 

elevado de IL-2 ARNm en día 50, y altos 

niveles de IL-4 y IL-1b en día 51. 

Katayama et al. 2011 

 

Ascophyllu

m nodosum 

y Fucus 

serratus 

Extracción con 

solventes 

(etanol) 

Anti-inflamtoria e 

inmunomoduladora 

intestino de 

cerdos (ex 

vivo) 

Ascophyllum y Fucus reducen la expresión 

de los genes IL-8, IL-6 y factor de necrosis 

tumoral-alfa (0.99 ± 0.53, 0.75 ± 0.33 y 1.01 

± 0.17 para Aacophyllum y 0.70 ± 0.32, 0.69 

± 0.38 y 1.15 ± 0.25 para Fucus). Bahar et 

al. 2012 

 

Ascophyllu

m nodosum 

Extracto 

acuoso 

(TascoÒ) 

Aumento de 

respuesta inmune en 

el nematodo y 

disminución de 

virulencia en la 

bacteria  

Caenorhabd

itis elegans      

y   

Pseudomon

as 

aeruginosa 

A una concentración de 300mg/ml induce la 

expresión de genes de respuesta inmune en 

C. elegans viz.; zk6.7 (Lipasas), lys-1 

(Lisozima), spp-1 (Saposina), f28d1.3 

(Taumatina), t20g5.7 (Matridina SK), abf-1 

(proteína antibacterial) y f38a1.5 (proteína 

de la familia Lectina). Además, reduce la 

secreción de factores de virulencia y la 

expresión de genes reguladores involucrados 
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en el quórum de detección. Kandasamy et al. 

2012 

Chondrus 

crispus 

Extracto 

acuoso 

Aumento de 

respuesta inmune en 

el nematodo (C. 

elegans) y 

disminución de 

virulencia en la 

bacteria (P. 

aeruginosa)  

Caenorhabd

itis elegans      

y   

Pseudomon

as 

aeruginosa 

El extracto del alga roja, induce la expresión 

de genes de respuesta inmune en C. elegans 

por más de dos veces. Adicionalmente 

suprime la expresión de factores de 

virulencia y al gen PA14 QS sin afectar el 

crecimiento de la bacteria. Liu et al. 2013 

Grateloupia 

lanceolata 

Extracto 

etanólico 

Inhibe acumulación 

de lípidos y 

producción de 

especies reactivas 

de oxígeno (ROS) 

in vitro en 

células 3T3-

L1  

Produce una reducción en los niveles de 

transcripción de los ARNm de los factores 

adipogènicos que son necesarios para 

inducir la adipogenesis, así mismo 

incrementa la transcripción de los ARNm de 

las enzimas de exploración del ROS 

incluyendo superóxido dismutasa, glutation 

peroxidasa, y catalasa. Seo et al. 2013 

Ulva linza y 

Lessonia 

trabeculata 

Suspensión del 

alga en 

Twin80: agua 

(1:9) 

Reducción en: 

niveles de grasa 

intra-abdominal, 

presión arterial, 

resistencia a la 

insulina, niveles de 

colesterol y 

triglicéridos  

 in vivo en 

rata 

Ambas algas disminuyen la expresión del 

gen SOD y GPx y aumentan la expresión del 

gen CAT en el grupo control. Ambas algas 

reducen la expresión del gen CAT en 

animales con síndrome metabólico. 

Ramirez-Higuera et al. 2014 

Alaria 

marginata 

Extracto 

fenolico 

Inflamatoria y anti-

obesidad  

in vitro 

células 

RAW 264.7 

de 

macrófagos  

Alaria marginata reveló reducciones en los 
niveles de expresión de mRNA de las 
adipocinas inflamatorias IL - 10, MCP - 1, 
ICAM, y TNF - alfa por el 92,6%, 50,7%, 
67,3% y 65,4%, respectivamente. Estos 
resultados apoyan el potencial de las algas de 
Alaska para reducir la inflamación y la 
obesidad en el tejido adiposo. Kelloggs et al. 
2014 

Gelidium 

elegans 

Extracto 

etanòlico 

Anti-obesidad y 

anti-oxidante 

in vitro 

células 

RAW 264.7 

de 

macrófagos 

El extracto también inhibió la expresión del 
ARNm de factores de transcripción 
adipogénicos, como   peroxisoma receptor 
gamma activado por el proliferador 
y CCAAT / potenciador de la proteína de 
unión alfa, mientras que el aumento de la 
expresión de la proteína de las enzimas 
antioxidantes superóxido dismutasa 1 y 2, la 
glutatión peroxidasa y glutatión 
reductasa en comparación con los controles. 
Jeon et al. 2014 
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Como se observa en la tabla antes mencionada, los efectos se atribuyen no solo las 

algas enteras sino a sus extractos es decir a los compuestos bioactivos por ejemplo a nivel 

de expresión de genes asociado a metabolismo de lípidos (obesidad, estrés oxidativo y 

síndrome metabólico), Kim y colaboradores (2010), cultivaron una línea celular de 

adipocitos 3T3-L1 durante 8 días con un tratamiento con fucoidan (polisacárido extraído 

del alga Fucus vesiculosus) a 50, 100, 200µg/ml y un tratamiento control sin fucoidan, 

demostrando a los 2 días en todos los tratamientos con fucoidan la inhibición de la 

adipogénesis ya que suprime la diferenciación de adipocitos y  la expresión de factores de 

transcripción adipogénicos como el C/EBPAα, PPARȖ y aPβ. Estudios realizados por 

Maeda et al. (2005) y Woo et al. (2009) demuestran que la alimentación a ratones obesos 

durante 6 semanas con fucoxantina extraída del alga Undaria pinnatifida (niveles de 

inclusión menor a 0.2%) redujo el peso corporal. Estos autores indican que la actividad 

anti-obesidad de fucoxantina se debe a la reducción de la expresión de ARNm y proteínas 

de las enzimas reguladoras del metabolismo de lípidos y de las proteínas desacoplantes 

mitocondriales en el tejido adiposo blanco, también porque disminuye la actividad de 

beta-oxidación de los ácidos grasos.  

 

En lo que respecta a la expresión de genes relacionados con respuesta inmune Kim 

y colaboradores en el 2011, realizan un estudio in vitro e in vivo de la actividad 

inmunomoduladora de los polisacáridos sulfatados del alga Enteromorpha prolifera y 

encuentran que dos de sus fracciones (F2 y 3, ya que se obtuvieron 3 fracciones por  

intercambio iónico), estimularon la proliferación de la línea celular de macrófagos, Raw 

264.7, e indican que esta inducción se dio atreves de una considerable sobre regulación en 

la expresión de los ARNm del óxido nítrico y varias citoquinas. Los resultados in vivo 

muestran que los polisacáridos sulfatados (las fracciones de crudo y F2) aumentaron 

significativamente la proliferación de esplenocitos inducidos por Con A (un tipo de 

macrofagos) y la secreción de interferón gama e interleucina-2 (un tipo de citoquinas 

producidas por los linfocitos T y natural killer), lo que significa según los autores que la 

fracción F2, puede activar las células T mediante la sobre-regulación de la respuesta de 

los linfocitos Th-1. 
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Un estudio similar fue realizado por Karnjanapratum y colaboradores (2012), pero 

con los polisacáridos del alga verde Capsosiphon fulvescens, y observan que el extracto 

crudo y la fracción F2 estimularon fuertemente los macrófagos de la línea celular 

RAW264.7, produciendo cantidades considerables de óxido nítrico, PGE2 y aumento en 

la expresión de los ARNm de iNOS (sintetiza de óxido nítrico), COX-2 (ciclooxigenasa 

2) y citoquinas. 

 

2.4 Estudios a nivel genético en Peneidos 

Debido a la ausencia de la secuenciación del genoma completo en todas las 

especies de peneidos, las investigaciones a nivel genético se han enfocado en estudios de 

genómica funcional, centrados en la expresión de genes relacionados con respuesta 

inmune en camarones expuestos a infecciones virales o bacterianas o al estudio de la 

expresión de genes virales (virus del síndrome de la mancha blanca [WSSV]) en lugar de 

los genes del huésped (Khadijah et al., 2003; Liu et al., 2005; Lan et al., 2006; Wongpanya 

et al., 2007). Las tecnologías más utilizadas han sido tanto la obtención de colecciones de 

etiquetas de secuencias expresadas (ESTs) como la de expresión diferencial de genes 

utilizando SSH (siglas en ingles de Suppression Subtractive Hybridization) y 

microarreglos.  

 

Se han realizado importantes esfuerzos en la generación de ESTs para crustáceos 

de importancia comercial (Rojtinnakorn et al., 2002; Leu et al., 2007) que en conjunto 

han generado un total de 170,000 ESTs que están a disposición del público (GeneBank, 

National Center for Biotechnology Information).  

El primer estudio se llevó a cabo en P. monodon e incluyó la secuenciación de un 

total de 151 ESTs a partir de 3 bibliotecas de ADNc de tejido (cefalotórax, tallo óptico, y 

pleopodos), la cual dio como resultado 60 genes nuevos que no habían sido identificados 

previamente, 49 de los cuales fueron totalmente nuevos para los crustáceos (Lehnert et 

al., 1999). Posteriormente Supungul et al., 2002 reportaron la secuenciación de 615 ESTs 

de una biblioteca de ADNc de hemocitos en P. monodon en donde varios genes inmune-
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efectores fueron identificados, de los cuales 3 (2 péptidos putativos antimicrobianos y 1 

de proteínas de choque térmico) fueron secuenciados completamente.  

En el 2001, se publicó un estudio en donde se compararon las bibliotecas de ADNc 

de 2 tejidos específicos, hepatopáncreas y hemocitos, de 2 especies relacionadas de 

camarón, Litopenaeus vannamei y Litopenaeus setiferus (Gross et al., 2001), en él se 

consiguen un total de 2045 ETS y se reportan comparaciones con respecto a las diferencias 

funcionales entre los 2 tejidos dando énfasis en la identificación genes de función inmune 

y estos datos fueron los primeros en ser depositados en la base de datos de la genómica 

marina (McKillen et al., 2005). Las secuencias de esta base de datos, combinada con las 

ETS generadas de novo a partir L. stylirostrus y Trachypenaeus birdy, se utilizaron 

posteriormente para generar un amplio conjunto de marcadores de secuencias simples 

repetidas para todas las especies (Pérez et al., 2005).  

En el 2002 se realizó un estudio para identificar la expresión de genes implicados 

en la defensa inmune en hemocitos de Penaeus japonicus, comparando camarones 

infectados con WSSV con animales sanos y se secuenciaron 635 clones de la biblioteca 

de hemocitos normales y 370 clones de la biblioteca de hemocitos infectados. Los genes 

putativos de defensa representaron el 2.7% de las EST en animales normales y el 15,7% 

en animales infectados por WSSV (Rojtinnakorn et al., 2002).  

Otro estudio realizado para identificar péptidos antimicrobianos utilizo librerías de 

ADNc construidas a partir de hemocitos de P. monodon infectados con Vibrio harveyi y 

de individuos sanos, resultando en la identificación de varios homólogos de péptidos 

antimicrobianos que se conservan entre los camarones (Supungul et al., 2004).  

 En el 2006 se llevaron a cabo 2 estudios uno en Marsupenaeus japonicus (Yamano 

y Unuma, 2006) y otro en L. vanammei (O’Leary et al., 2006) en el primero se analizó el 

perfil de expresión génica con especial énfasis sobre el control endocrino de la 

reproducción mediante el análisis de bibliotecas de ADNc del tallo óptico del langostinos 

y se realizó la secuenciación de 1988 EST  (136 contigs y 1250 únicos) de las cuales sólo 

el 16,7% tenían similitud importante con genes previamente identificados, en el segundo 

se realizó el análisis de múltiples bibliotecas de ADNc de L. vannamei derivadas de varios 



 

13 
 

tejidos  (hemocitos, hepatopáncreas, branquias, órgano linfoide, tallo óptico, y cordón 

nervioso ventral), en donde se encontraron 7896 nuevas ETS.  

 Los estudios más recientes han sido los realizados por Robalino et al., 2007 y 2009 

en L. vannamei, dando como resultado la secuenciación de más de 150,000 ESTs, 

obtenidos de bibliotecas generadas de tejidos específicos de camarones normales 

incluyendo hemocitos, hepatopáncreas, branquias, órgano linfoide, tallo óptico, y cordón 

nervioso ventral. 

De las herramientas más utilizada para el análisis de expresión diferencial de genes 

en las distintas especies de camarón, es el microarreglo, con un número variable de clones 

en el chip que van desde 100 EST’s (Dhar et al., β00γ), β0γ6 EST’s (Pongsomboom et 

al., 2008; Fagutao et al., β008), β469 EST’s (Robalino et al., β007), γ1γ6 EST’s (Wang 

et al., β006) hasta γ85γ EST’s (de la Vega et al., 2007). Sin embargo, los microarreglos 

presentan una desventaja debido a que la información que se puede obtener se limita a la 

poca cantidad de clones en un chip. 

 

Existen otros estudios en la expresión de genes relacionados con respuesta inmune 

en camarones expuestos a infecciones virales o bacterianas. Sin embargo, estos estudios 

están enfocados a los genes virales, en lugar a los genes del huésped que en este caso son 

los crustáceos (Khadijah et al., 2003; Liu et al., 2005; Lan et al., 2006; Wongpanya et al., 

2007).  

 

          Algunos estudios en Penaeus monodon, incluyen la secuenciación de un total de 

151 EST’s a partir de γ bibliotecas de ADNc de tejido (cefalotórax, tallo óptico, y 

pleópodos). Obteniendo un resultado de 60 genes nuevos no identificados previamente 

(Lehnert et al., 1999). Supungul y cols., en el (β00β), reportaron 615 EST’s de una 

biblioteca de ADNc de hemocitos de Peneaeus monodon en donde varios genes inmune-

efectores fueron identificados. 

 

En Marsupenaeus japonicus se realizó un perfil de expresión génica sobre el 

control endocrino de la reproducción en hembras y machos mediante el análisis de  
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bibliotecas de ADNc de las gonadas, obtenido un total de 24 EST’s,  de los cuales 6 EST`s 

se expresaron en ovarios y 5 EST`s se expresaron en testículos (Callaghan et al., 2010).       

 Zeng y colaboradores (2013), realizaron un estudio de expresión diferencial de 

genes entre camarones Litopenaeus vannamei (11-12 g), infectados o no con el virus del 

Taura usando el pirosecuenciador 454 de Roche, los animales desafiados fueron 

inyectados con el virus del Taura (10% de su peso corporal) en el abdomen y un grupo 

control estaba libres de patógenos específicos (SPF) y obtienen 1311 genes expresados 

diferencialmente en el camarón infectado en comparación con los controles, incluyendo 

559 sobre-regulados y 752 genes sub-regulados. Entre los genes expresados 

diferencialmente, varios están implicados en funciones inmunes, tales como antivirales, 

antimicrobianos, proteasas, inhibidores de proteasa, la transducción de señales, control de 

la transcripción, la muerte celular y la adhesión celular (MAP quinasa de interacción 

serina/treonina quinasa 2-proteína, la proteína de choque térmico 70, P38 MAPK y 

poliubiquitina-C homología compartida para moléculas de señalización de la vía MAPK) 

  Guo y colaboradores (2013) realizaron dos análisis transcripcionales en el equipo 

HiSeq 2000 de Illumina, con la especie Litopenaeus vannamei (4.41±1.80 g), con un 

grupo control alimentado dos veces al día con una dieta comercial, y un grupo 

experimental alimentado de la misma manera y expuesto a una concentración de nitrito-

N de 20 mg L¯ ¹ durante 72 horas. La solución de nitrito se preparó añadiendo NaNO2 a 5 

‰ al agua de mar hasta que se alcanzó la concentración deseada y la solución de nitrito 

se renovó diariamente. En todo el conjunto de datos obtenidos, se detectaron en 

abundancia transcritos relacionados con la inmunidad, la desintoxicación, el estrés 

ambiental y con la apoptosis. 

 A pesar de que ya existen estudios de análisis transcripcional de Litopenaeus 

vannamei como los mencionados anteriormente, actualmente no hay ninguno relacionado 

con Nutrigenómica. Sin embargo, el uso de este tipo de herramientas de secuenciación 

masiva en estudios nutrigenomicos ya ha sido demostrada en otros organismos por 

ejemplo en el caso de insectos hay estudios que demuestran la viabilidad de este tipo de 

tecnología. Tales estudios han tenido el objetivo de comprender la respuesta del 
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organismo en relación a los cambios nutricionales y a la calidad dietaria, en un intento de 

mejorar las dietas de los insectos. 

Por ejemplo, un trabajo en el que se identificaron genes diferentemente expresados 

utilizando la técnica de supresión por hibridación sustractiva fue el realizado por Yocum 

y colaboradores en el 2006, quienes indican que, si los insectos se enfrentan a muchas 

tensiones ambientales, incluyendo la inconstante cantidad o calidad de alimento necesario 

para su desarrollo y reproducción, estos deben tener mecanismos para hacer frente dichas 

fluctuaciones y que tales mecanismos se pueden observar claramente en el nivel 

molecular. Estos autores alimentan ninfas de Perillus bioculatus durante 15 generaciones 

con una dieta artificial sub óptimas o con presas vivas y encuentran dos genes sobre 

regulados en los organismos que consumieron la dieta artificial (el gen de la tirosina-3-

monooxigenasa y el gen para la proteína de unión a quitina), también encuentran 

diferencias en la expresión de 4 genes dependiendo del estadio de desarrollo en el que se 

encuentran las ninfas e indican que el poder de la genómica nutricional en el desarrollo de 

dietas artificiales se encuentra en el alto grado de conservación de las vías de desarrollo y 

celulares. 

Más adelante en el 2011 Alaux y colaboradores, analizaron 4 grupos 

experimentales de abejas: alimentadas con una dieta sin polen (a base de azúcar) (VP-), 

alimentadas con una dieta a base de polen (V-P +), alimentadas con una dieta sin polen y 

parasitadas con varroa (V + P-) y alimentadas con polen y parasitadas con varroa (V + P 

+). Obteniendo alrededor de 36,000 etiquetas únicas que coincide con alrededor de 8,000 

genes (60% de los genes en el genoma de abejas). Comparando el transcriptoma de las 

abejas alimentadas con polen y azúcar y las abejas restringidas a una dieta de azúcar, 

encontramos que el polen activa la detección de nutrientes y vías metabólicas. Además, 

esos nutrientes tuvieron una influencia positiva en los genes que afectan la longevidad y 

la producción de algunos péptidos antimicrobianos. Sin embargo, el parasitismo varroa 

causó el desarrollo de poblaciones virales y una disminución en el metabolismo, 

específicamente inhibiendo el metabolismo proteico esencial para la salud de las abejas. 

Este efecto perjudicial no fue revertido por la ingesta de polen. 
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Zou y colaboradores en el 2013, realizan un estudio utilizando el insecto 

depredador Arma chinensis el cual es control biológico de plagas en numerosos cultivos, 

sin embargo, se ha visto que varios parámetros de su ciclo vital se ven disminuidos al 

utilizar para su producción alimento artificial en comparación con una fuente de alimento 

natural, pero los mecanismos moleculares asociados a esto no están claros. Así que estos 

autores utilizan la información de transcriptoma bajo ambos regímenes de alimento para 

entender mejor el impacto de la dieta artificial en A. chinensis a nivel molecular y 

encuentran miles de genes expresados diferencialmente entre ambos tipos de alimentación 

e indican que las funciones fisiológicas de los genes expresados diferencialmente permiten 

predecir efectos de algunos ingredientes de la dieta y posteriormente, proponer mejoras 

formulación para dietas artificiales. 
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3. JUSTIFICACION 

En la presente propuesta, se pretende obtener información científica inédita, sobre 

el análisis global del perfil de expresión (transcriptoma). Así mismo, se pretende 

contribuir en el conocimiento sobre los perfiles de expresión de L. vannamei bajo 

suplementación con Ulva clathrata. En ambos casos utilizando una metodología de 

secuenciación masiva de última generación, la cual tiene la ventaja de ser muy sensible, 

más rápida y de más bajo costo que las técnicas tradicionales hasta ahora usadas. 

El proyecto generará información básica en el área de genómica funcional de la 

especie contribuyendo al desarrollo de conocimiento sobre la fisiología metabólica de este 

camarón que podrá ser tomado como modelo para el estudio de expresión de genes en 

otros crustáceos de importancia comercial. 
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4. HIPOTESIS 
 

4.1 Hipótesis general 

Los perfiles transcripcionales obtenidos de camarones Litopenaeus vannamei 

sometidos al consumo de Ulva clathrata, tendrán una expresión diferencial y permitirán 

conocer globalmente las rutas metabólicas que se modifican.  
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo general 

       Contribuir al conocimiento del genoma funcional del camarón Litopenaeus 

vannamei mediante la secuenciación masiva de su transcriptoma, y el análisis de la 

expresión diferencial de genes y proteínas al ser sometidos al consumo de Ulva clathrata 

como suplemento alimenticio.  

 

 

5.1.1 Objetivos particulares 

I. Generar el mapa funcional del genoma de Litopenaeus vannamei, al ser alimentados 

con una dieta tipo comercial, mediante la secuenciación masiva de su transcriptoma 

completo de su hepatopáncreas. 

 

II. Generar el mapa funcional del genoma de Litopenaeus vannamei, al ser alimentados 

con una dieta tipo comercial más el consumo del alga Ulva clathrata viva, mediante la 

secuenciación masiva de su transcriptoma completo de su hepatopáncreas. 

 

III. Describir los cambios en la expresión génica de Litopenaeus vannamei mediante la 

comparación de los mapas funcionales de camarones sometidos al consumo de Ulva 

clathrata como suplemento alimenticio y camarones alimentados solamente con una dieta 

tipo comercial, e identificar rutas metabólicas que se modifican. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Estrategia General

 

Figura 1 Estrategia general del desarrollo del trabajo de tesis. 

ESTRATEGIA GENERAL 

Análisis transcripcional del camarón blanco 
Litopenaeus vannamei 

Análisis proteómico del camarón blanco 
Litopenaeus vannamei 

4. Biopsia de hepatopáncreas de 
camarones. 

1. Formulación y preparación de la dieta 

5. Extracción, Purificación y Formación de POOL´s 
equimolar de ARN total de hepatopáncreas. 

2. Micro-propagación de la macroalga Ulva 

clathrata en condiciones controladas de laboratorio. 

3. Bioensayo con camarones libres de patógenos, constó de 
dos tratamientos en condiciones controladas de laboratorio 

sobre parámetros zootécnicos. 

Tratamiento 2 
100% Dieta control + 
Ulva clathrata fresca 

ad libitum. 

Tratamiento 1 
100% Dieta control 
(35% de proteína y 

8% de lípidos). 

10. Análisis de expresión diferencial del camarón blanco 
Litopenaeus vannamei entre las dos tratamientos. 

6. Purificación del ARNm y Preparación de Librerías de 
ADNc. 

7. Piro-secuenciación (454 GS FLX Titanium, 
GS Junior de Roche) y secuenciación masiva 

(MiSeq de Illumina). 

8. Filtro de lecturas de calidad ≥Qγ0 y 
Ensamblajes de los Transcriptomas de novo 

9. Análisis de Anotación Funcional. 

11. Análisis de Anotación Funcional. 

12. Validación con qPCR. 

5. Extracción, Purificación y Cuantificación de 
Proteínas totales en hepatopáncreas. 

6. PRIMERA DIMENSIÓN 
Separación de proteínas totales de 

hepatopáncreas por punto isoeléctrico (IEF). 

7. SEGUNDA DIMENSIÓN 
Separación de proteínas totales de 

hepatopáncreas por peso molecular en geles de 
poliacrilamida. 

8. Proceso de tinción y des-tinción del gel de 
poliacrilamida. 

9. Análisis de la imagen de los geles en 3D. 

10. Identificación de proteínas:  
Espectrometría de masas. 
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       Este proyecto se realizó en diferentes laboratorios para poder concluir los objetivos 

planteados y la estrategia general de trabajo en esta investigación (Figura 1). El lugar 

principal de trabajo fue en el Programa Maricultura de la Facultad de Ciencias Biológicas 

de la UANL (PM), seguido de la Unidad de Biología molecular, Genómica y 

Secuenciación del Centro de Investigación de Ciencias de la Salud (UBGyS) de la UANL 

y en el CINVESTAV de Irapuato, Laboratorio Nacional de Genómica para la 

Biodiversidad (LANGEBIO). 

 

6.1.1 Programa Maricultura (UANL) 

       El PM cuenta con una sala para realizar bioensayos (Figura 2) la cual consta de 

un sistema de recirculación de agua marina sintética, 4 tanques de pre-engorda de 500 L, 

cada uno con doble fondo y sistema de recirculación, dos tanques colectores que funcionan 

como tanques de sedimentación de 1500 L, los cuales se encuentran en la parte inferior 

del sistema, un tanque de succión que se encuentra entre los dos colectores, y recibe el 

agua de ellos; en la parte superior del sistema se encuentran dos tanques con un sistema 

de regulación de temperatura por intercambio y que suministra de agua al sistema por 

medio de gravedad, un filtro de perlas, filtro de luz UV,  filtro de carbón activado, filtros 

de cartucho de 50 micras, y espumadores. Las unidades experimentales para los distintos 

bioensayos constan de acuarios de 60 y 120 L de fibra de vidrio (tasa de recirculación de 

300% d-1), conectados al sistema de recirculación de agua marina sintética, y un sistema 

de recirculación interna. En todos los experimentos realizados en el laboratorio del 

Programa Maricultura se monitoreó la calidad del agua (FasTest, Aquarium Systems, 

France) manteniendo los parámetros en los siguientes rangos: temperatura 29±2°C, 

salinidad 35±2 ppt, pH 8.0±0.5, N-NH3<0.1 ppm, N-NO2<0.1 ppm y NO3<20 ppm. El 

fotoperiodo durante los experimentos en este laboratorio fue de 12:12 horas luz: 

oscuridad.  
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 a)        b)  

Figura 2  a) Sala de bioensayos y b) Sala de propagación de algas del programa Maricultura, FCB, UANL. 

 

6.1.2 Unidad de Biología molecular, Genómica y Secuenciación (UANL) 

       Esta unidad cuenta con las instalaciones adecuadas y equipos necesarios para las 

diferentes plataformas de secuenciación y piro-secuenciación masiva, en la cual se 

realizan trabajos de genómica, transcriptómica y metagenómica, se cuenta con el 

laboratorio o el área de secuenciación masiva. Equipos para determinar la calidad e 

integridad de ácidos nucléicos. Tiene la plataforma AFFIMETRIX para microarreglos, 

TaqMan, qPCR. (Figura 3).   

a) b)  

Figura 3 a) y b) Laboratorio de secuenciación Unidad de Biología molecular, Genómica y Secuenciación 
(UBGyS), CIDICS, UANL. 
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6.2 Material Biológico 

6.2.1 Origen y manejo de los camarones 

       Los camarones utilizados en el experimento, fueron juveniles de la especie 

Litopenaeus vannamei libre de patógenos específicos (SPF) obtenidos de la granja 

Langostinos y Camarones de Oriente S.A. de C.V., Calle Palmeras 234, Fracc. Lomas del 

Mar, Boca del Río Veracruz. Los camarones fueron colocados en bolsas de plástico dentro 

de hieleras de poli estireno y enviados vía aérea a la sala de bioensayos del PM. Dentro 

de las instalaciones de PM, los camarones fueron aclimatados de acuerdo a las condiciones 

de pH, salinidad y temperatura de la sala dentro de acuarios de fibra de vidrio de 500 

Litros. Posteriormente, antes de ser utilizados en el bioensayo, los organismos se 

alimentaron con la dieta control artificial que se elaboró en el laboratorio de fabricación 

de alimento del PM (35% proteína, 8% de lípidos, 1% de fibra y 7% de cenizas) y se 

realizó una biometría para conocer la variación de tallas en el lote para después realizar 

una distribución homogénea en las unidades experimentales (acuarios). 

 

6.2.2     Propagación de Ulva clathrata y condiciones de cultivo  

 La cepa de Ulva clathrata utilizada para el proyecto de investigación fue 

proporcionada por la empresa Aonori Aquafarms Inc., ubicada en la ciudad de San Diego, 

California. La propagación y el cultivo se llevaron a cabo a partir de un clon diploide 

vegetativo (esporofito) el cual tiene una producción muy pequeña de esporas haploides. 

 La producción del alga Ulva clathrata se llevó a cabo dentro del laboratorio de 

Propagación de algas del PM (Figura 8) donde se cultivó a una densidad promedio de 

3.5g 0.5 L-1 en agua marina sintética a 35‰ de salinidad a una temperatura no mayor a 

20°C, esterilizada químicamente con hipoclorito de sodio al 3% (250 µL/L durante 24 hrs) 

y neutralizada con tiosulfato de sodio. La fertilización fue a razón de 125 µL/L con un 

fertilizante comercial que contiene Nitrógeno, Fósforo y Potasio en una relación 30:15:15 

además de micronutrientes. La siembra se realizó a diferentes densidades utilizando 8 

charolas individuales para cada densidad (8 charolas x 7 densidades), con la finalidad de 

poder realizar una cosecha seriada de 48g de alga fresca diarios (Tabla 2). 
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De las charolas de propagación, se tomaron los 48 gramos de alga fresca y se 

dividieron en 6 porciones de 8g cada una y se colocaron en dos empaques de maya cada 

uno con 4g de alga fresca (Figura 4), para posteriormente ser colocadas dentro de los 

acuarios (5 acuarios experimentales y 1 control para el consumo del alga). 

Tabla 2 Parámetros de siembra de Ulva clathrata. 

Densidad de siembra 
g/0.5 L-1 6 5 4.2 3.6 3.2 3 2.8 

Días de cultivo 15 16 17 18 19 20 21 

Gramos por acuario 8 8 8 8 8 8 8 

Días de bioensayo 1, 8, 15 2, 9, 16 3,10, 17 4, 11, 18 5, 12, 19 6, 13, 20 7, 14 

 

 

Figura 4 Propagación de U. clathrata en el laboratorio de Maricultura de la UANL. 

 

6.3    Formulación y elaboración del alimento 

 Se formuló y elaboró una sola dieta tipo comercial (dieta control), la cual se fabricó 

en el laboratorio de preparación de alimentos del PM y fue formulada con el programa 

Nutrion 5 (Tabla 3), para cumplir con todos los requerimientos especificados por NRC 

(2011) para camarón L. vannamei. 
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Tabla 3. Fórmula base utilizada para la elaboración de la dieta control. 

Ingredientes (% proteína) Origen UANL control 

PASTA DE SOYA (47%) Proteínas Naturales S.A.  80 

HARINA DE TRIGO (11.5%) Molinos San Juan 454 

HARINA DE PESCADO (67%) Omega Protein  380 

HARINA DE CAMARÓN (42%) Hirichsen (Chile) 40 

MEZCLA VITAMÍNICA CostaMar  3.5 

MEZCLA MINERAL CostaMar  2.5 

ANTIFÚNGICO CostaMar  0.5 

ANTIOXIDANTE CostaMar  0.5 

VITAMINA E CostaMar 0.2 

VITAMINA C Stay-C 0.2 

LECITINA DE SOYA Proteínas Naturales S.A.  18.6 

ACEITE DE PESCADO Tepual  20 

TOTAL, g  1000 

 

Para la elaboración del alimento, se molieron todos los ingredientes a un mismo 

tamaño de partícula (500 μm) en un molino Cyclotec modelo 109γ, se pesaron todos los 

ingredientes por separado, posteriormente se pasaron los macronutrientes a la mezcladora 

marca Kitchen-Aid, donde se mezclaron durante 8 minutos (excepto el aceite de pescado 

y la lecitina de soya). Después se tomaron aproximadamente 150 g de la mezcla de los 

macronutrientes y se pre-mezclaron con los micronutrientes en un recipiente pequeño, se 

procedió a mezclar los micronutrientes con los macronutrientes durante 5 min. El aceite 

de pescado y la lecitina se agregaron a la mezcla anterior, mezclando por 8 minutos. En 

seguida se agregaron aproximadamente 350 mL de agua destilada caliente mezclando por 

5 min. Para la peletización se utilizó un molino para carne marca TOR-REY equipado con 

un dado con orificios de 1.6mm de diámetro. Después de peletizar la dieta se secó en un 

horno de convección a 100°C por 8 minutos y se dejó enfriar a temperatura ambiente hasta 

obtener una humedad igual o menor a 10%, posteriormente se almacenaron en bolsas de 

plástico a 4°C. 
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6.3.1 Determinación de estabilidad en el agua en la dieta 

Se determinó la estabilidad en el agua de la dieta experimental en términos de 

porcentaje de pérdida de materia seca (PMS) y de proteína (PP); se realizaron pruebas de 

lixiviación de la dieta, con 3 replicados, utilizando el método de Ricque-Marie et al., 

(2006), con un mínimo de tres replicas, pesando 3 g de alimento por replica, colocándose 

en un tamiz constituido de un trozo de tubo PVC 1 ½” con malla de acero inoxidable # 40 

(apertura de malla 4β5μm). El tamiz se fijó en la boca de un frasco de β50mL con β00mL 

de agua marina (salinidad entre 30 y 35 g L-1), de tal manera que los pellets quedaran 

inmersos en el agua. El frasco se colocó en un baño-maría regulado entre 27 y 28°C, con 

agitación a 30 rpm. Al cabo de una hora de agitación, los tamices se pusieron a escurrir 

en posición inclinada en la boca del frasco, antes de secarlos a 130°C por 6 h. 

 

 Los cálculos se realizaron con las siguientes formulas (Cruz-Suárez et al., 2001): 

 % PMS= [(Peso de alimento en base seca antes de lixiviar - Peso del alimento en 

base seca después de lixiviar)/ Peso del alimento en base seca antes de lixiviar] * 100  

% PP= [(% de proteína en el alimento * 100) - (% de proteína en el alimento 

lixiviado) * (100 - % pérdida de materia seca en el alimento)] / % proteína en el alimento.  

El porcentaje de absorción de agua (WA) de la dieta experimental fue determinado 

de la siguiente manera: se pesaron 5 g de alimento y se dejaron sumergidos por 1 hora en 

50 ml de agua destilada. La muestra mojada se filtró en una malla 200 y se pesó. El 

porcentaje de absorción de agua se calculó aplicando la siguiente fórmula: 

 % WA = 100* [(peso de la muestra después de sumergirla en agua destilada - 

peso de la muestra antes de humedecer) / Peso de la muestra antes de humedecer]* 100 

 

6.3.2 Análisis bromatológico  

El análisis bromatológico se realizó en el laboratorio de análisis químicos del PM. 

Tanto el alimento experimental como una muestra de U. clathrata de la cepa original 

enviada por la empresa Aonori fueron analizadas utilizando los siguientes métodos: 

Kjeldhal (Tecator, 1987) y Dumas (equipo LECO) para proteína, Soxhlet (Tecator, 1983) 

para lípidos, AOAC 942.05 (1990) para ceniza, AOAC 962.09 (1990) para fibra, y AOAC 

920.36 (1990) para humedad. El extracto libre de nitrógeno (ELN) se calculó por 
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diferencia. La energía bruta energía (Kcal/g) se determinó con el método de calorimetría 

a volumen constante en una bomba calorimétrica modelo Parr 1425 (Parr Instrument Co., 

Moline, IL, USA).  

 

6.4 Bioensayo nutricional 

6.4.1 Diseño del experimento 

Para determinar el efecto del consumo del alga viva en comparación con el 

consumo de alimento artificial sobre los parámetros de rendimiento, así como para la toma 

de muestras necesarias para la realización de los análisis posteriores de expresión 

diferencial, se llevó a cabo un bioensayo con duración de 21 días en las instalaciones de 

la sala de zootecnia del PM, en el cual se evaluaron dos tratamientos experimentales. El 

primer tratamiento (T1), consistió en alimentar a los animales solo con alimento artificial 

utilizando la dieta tipo comercial que se preparó como se indicó anteriormente (ver el 

punto 6.3), y el segundo tratamiento (T2), consistió en alimentar a los organismos con la 

misma dieta, pero adicionando como alimento complementario o sustituto parcial del 

alimento artificial Ulva clahtrata viva.  

 

El experimento se llevó a cabo utilizando 5 acuarios replicados por tratamiento, 

conteniendo 10 camarones L. vannamei por acuario (peso promedio inicial 3g), el grupo 

control (T1) fue alimentado dos veces al día con la dieta artificial (09:00 y 16:00 horas) y 

el grupo experimental (T2) fue alimentados dos veces al día (09:00 y 16:00 horas) con la 

misma dieta más el consumo ad libitum de Ulva clathrata viva (siempre presente en los 

acuarios).  

 

Para la preparación de la ración de algas, como se mencionó anteriormente (ver 

punto 6.2.2), se cosechaban diariamente 8g de alga viva, se colocaban en empaques de 

maya (Figura 5) y se colocaban en el fondo de cada acuario a las 09:00 horas y se dejaban 

presentes durante 24 horas, para permitir que los animales la tuvieran siempre a su 

disposición. Ambos tratamientos fueron alimentados durante 20 días, diariamente se 

registraban el resto de alimentos no consumidos, el número de mudas, los organismos 
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muertos y se sifoneaban los restos de alimentos y heces. Adicionalmente se colectaba el 

resto de algas no consumidas y se registraba el peso húmedo, posteriormente se secaba en 

la estufa (130° C por 2 horas) y se registraba el peso seco. Para la estimación del consumo 

del alga viva, adicionalmente se colocó un acuario sin camarones al que también se le 

colocaban diariamente las mayas con el alga viva, con la finalidad de determinar si la 

biomasa del alga aumentaba durante las 24 horas que era puesta en los acuarios, al finalizar 

las 24 horas también se tomaba el peso húmedo y seco del alga. 

 

a)  b)  

Figura 5 a) y b) Empaques en malla con alga fresca. 

 

6.4.2 Parámetros zootécnicos evaluados en los camarones 

Los parámetros zootécnicos evaluados en el experimento fueron registrados a los 

14 y 21 días del bioensayo.  

 Peso individual (W): los camarones fueron pesados individualmente en una 

balanza digital con precisión de un miligramo, después de haber sido ligeramente secados 

en una toalla húmeda.  

 Biomasa del acuario (BA): es la suma de los pesos individuales de los camarones 

presentes en un acuario. Esta variable refleja los efectos en conjunto del crecimiento y de 

la sobrevivencia.  

 Ganancia en peso individual (GP): es el incremento en peso con respecto al peso 

individual promedio inicial expresado en gramos. Esta variable se calcula para cada 

acuario a partir del peso promedio inicial y del peso promedio final. Ganancia en peso 

individual = peso individual promedio final - peso individual promedio inicial.  
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 Tasa de sobrevivencia (%S): el número final de camarones en cada acuario en 

porcentaje del número inicial. Tasa de sobrevivencia = (Número final / Número inicial) X 

100.  

 Consumo (CI): el consumo individual se estimó cada día, a partir de la cantidad 

de alimento suministrado en cada acuario, del porcentaje de restos de alimento estimado 

al día siguiente y del número de camarones presentes ese día en el acuario. Para cada 

acuario el consumo reportado fue la suma del consumo individual diario estimado a lo 

largo de los x días de bioensayo. CI = ∑ (consumo en el acuario al día i / número de 

camarones al día i).  

 Consumo individual de alga (CA): se estimó cuantificando el peso inicial del 

alga colocada dentro del acuario menos el peso final del alga al día siguiente. CA= ∑((peso 

inicial del alga colocada dentro del acuario - peso final del alga al día i) / número de 

camarones al día i). 

 Tasa de crecimiento (TC): es el porcentaje de crecimiento por camarón con 

respecto al peso promedio inicial. TC= (ganancia en peso (g) / peso inicial promedio) x 

100  

 Tasa de conversión alimenticia (TCA): se determinó para los animales que solo 

consumieron alimento artificial, es el alimento artificial (base húmeda) consumido por 

unidad de peso ganado. TCA = consumo individual estimado en un acuario/ incremento 

en peso individual promedio en este mismo acuario.  

 Tasa de conversión alimenticia relativa al consumo de alimento artificial 

(pTCA): Se determinó para los animales que consumieron tanto alimento artificial más 

alga viva, es igual que la TCA, pero en este caso solo se considera el consumo de alimento 

artificial. pTCA = consumo individual de alimento artificial estimado en un acuario/ 

incremento en peso individual promedio en este mismo acuario.  

 Tasa de conversión alimenticia relativa al consumo de Alga (tTCA): Se 

considera el consumo de alimento artificial y el consumo de alga. tTCA = consumo 

individual de alimento artificial estimado en un acuario + consumo individual de alga en 

base seca / incremento en peso individual promedio en este mismo acuario.  
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6.4.3 Colecciones de muestras 

Al final del período de alimentación (20 días), se bajó el nivel del agua de los 

acuarios de forma paulatina durante toda la noche (de 120 a 60 litros) y se disminuyó la 

temperatura a 20ºC, con la finalidad de reducir el estrés de los animales para su traslado a 

las instalaciones del CIDIS y posterior toma de muestras. El día 21, se seleccionaron cinco 

camarones por acuario que estuvieran aparentemente sanos (sin lesiones en la cutícula, sin 

necrosis, etc.) y aparentemente en fase de intermuda, estos fueron colocados dentro de 

contenedores de maya identificados con el número del acuario de procedencia y se 

colocaron por tratamiento dentro de hieleras para asegurar un ambiente de baja 

temperatura y luz durante su traslado, el cual duró aproximadamente 1 hora. La colecta de 

muestras de hemolinfa, hepatopáncreas y urópodos se llevó a cabo en el laboratorio de 

extracción de ácidos nucleicos del CIDICS.  

 

Para iniciar el muestreo, se tomó uno de los 5 camarones de cada contenedor de  

malla (acuario) el cual era secado ligeramente en un paño húmedo y se registró el peso 

individual, su acuario y su tratamiento de procedencia, posteriormente a cada uno de los 

organismos seleccionados se les tomó una muestra de hemolinfa del seno ventral, 

utilizando una jeringa desechable hipodérmica (1 ml con aguja ultrafina de 29G x 13 mm), 

la cual contenía 100µl de una solución anticoagulante fría (2-8 °C) (solución isotónica 

para camarón, SIC-EDTA) y se registraba la cantidad exacta extraída de cada camarón, 

(Vargas-Albores et al., 1993). Subsecuentemente, se llevó a cabo la disección de cada 

organismo de manera individual para extraer su hepatopáncreas, se registró el peso del 

órgano, su acuario y su tratamiento de procedencia y se colocó de manera individual en 

tubos eppendorf que contenían 1mL de RNAlater® (Ambion® Life Technologies), para 

estabilizar inmediatamente el ARN de los tejidos de cada hepatopáncreas, y así poder 

preservar el perfil de expresión génica, posteriormente se tomó 20 mg de cada 

hepatopáncreas para realizar la extracción de ARN total y el resto fue almacenado a -80°C. 

Finalmente se tomó una muestra de los urópodos de cada camarón, cortando la región 

distal y se colocó en tubos eppendorf con solución salina para su posterior determinación 

del estadio de muda el cual se llevó a cabo por la técnica de Robertson et al. (1987). 
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6.5 Análisis transcripcional 

6.5.1 Extracción y purificación de ARN total de hepatopáncreas y hemolinfa de 

camarón 

        Se empleó el método PureZOLE de Bio-Rad de acuerdo al protocolo del fabricante 

(http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/10001481A.PDF) para la 

extracción de ARN total de hepatopáncreas y hemolinfa de las diferentes muestras de cada 

tratamiento (T1 y T2). 

 

 La calidad e integridad del ARN total de cada muestra fue evaluada en el equipo 

ExperionTM Automatied Electrophoresis System y la cuantificación se llevó a cabo con el 

kit de ensayo Quant-iT™ RiboGreen® RNA (Invitrogen), por medio de fluorescencia 

mediante el fluorómetro Qubit 2.0 de Life Technologies. La purificación de cada muestra 

de ARN total se efectuó por medio del kit RNeasy MiniElute Cleanup de QUIAGEN, el 

cual se basa en usar columnas con membrana de afinidad de ARN, de acuerdo a los 

protocolos del fabricante (http://www.qiagen.com/products/catalog/sample-

technologies/rnasampletechnologies/rna-cleanup/rneasy-minelute-clean up-kit#).  

 

6.5.2 Enriquecimiento de la fracción de mensajeros  

Se emplearon diferentes métodos para el enriquecimiento de la fracción de ARN 

mensajeros, para definir cuál era el más apropiado de acuerdo a la plataforma de 

secuenciación que se utilizaría posteriormente: 

1. Mediante el uso de columnas de afinidad por medio del kit Oligotex mRNA Mini 

de QIAGEN, el cual permite la purificación de ARN mensajeros a partir de ARN total y 

al mismo tiempo la limpieza de transcritos in vitro de poli (A).  

2. Mediante el uso de perlas magnéticas con afinidad a las cadenas poli (A) llamadas 

Agencourt AMPure XP (de Beckman Coulter) de acuerdo al protocolo de TruSeq RNA 

Sample de Illumina.  
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3. Mediante la enzima Terminator™ 5´-Phosphate-Dependent Exonuclease de 

Epicentre de acuerdo al protocolo del fabricante (http://www.epibio.com/docs/default-

source/protocols/terminator-5--phosphate--dependent-exonuclease.pdf?sfvrsn=10). 

 

6.5.3 Formación de POOLs equimolar de cada tratamiento (T1 y T2) 

Para la formación de los Pool equimolar de cada tratamiento se tomaron 11 

muestras para cada pool, todas con RQI ≥7, haciendo excepción con dos muestras del Tβ 

con un (RQI=6.8 y 6.9), considerando su buena concentración de ARN total que nos 

resultó de la cuantificación con Quant-iT™ RiboGreen® RNA (Invitrogen), 

posteriormente se efectuaron los cálculos para tomar cantidades equimolares de cada 

muestra y formar un pool para cada tratamiento por separado.  

 

6.6 Secuenciación de nueva generación (NGS) 

 La obtención de los transcriptomas de ambos tratamientos, se llevó a cabo 

utilizando varias plataformas de secuenciación masiva con la finalidad de elegir la que 

nos arrojara mejores resultados en cuanto a calidad y cantidad de información de acuerdo 

a la literatura consultada. Para ello se utilizó la plataforma de Roche usando los 

secuenciadores GFLX Flex 454 y Junior y la plataforma de Illumina usando el 

secuenciador MiSeq. 

 

 

6.6.1 Piro-secuenciación masiva con GFLX Flex 454 y Junior de Roche  

La piro-secuenciación para las dos plataformas de Roche (454 Flex y Junior), se 

llevó a cabo usando el protocolo cDNA Rapid Library Preparation Method de acuerdo al 

Manual de Roche (http://454.com/downloads/my454/documentation/gsflxplus/ 

cDNA%20Rapid%20Library%20Preparation%20Method%20Manual_XLPlus_May201

1.pdf). Se efectuaron 3 corridas en el secuenciador 454 Flex de los dos tratamientos y 1 

corrida en el secuenciador Junior del T1 (Figura 6). 
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Figura 6 Esquema simplificado de la Piro-secuenciación. (Modificado de: http:// 454.com y 

http://www.flickr.com/photos/got2knit/3332180118/). 

 

6.6.1.1 Preparación de librerías 

La preparación de librería se inició con 300ng de ARN mensajero purificado de 

cada pool (T1 y T2). Inicialmente se realizó una fragmentación química del ARN 

mensajero de cada pool con cloruro de zinc (ZnCl2), con la finalidad de tener fragmentos 

más pequeños de 200-800pb. Posteriormente se sintetizó el ADNc de doble cadena a partir 

del ARNm y se llevó a cabo la reparación de los extremos de cada fragmento de ADNc, a 

los cuales se les unió dos secuencias conocidas cortas o adaptadores (A y B) en cada 

extremo, que sirven para la amplificación y secuenciación de los fragmentos.  

 

 Posteriormente, se realizó una PCR en emulsión (em-PCR) de cada librería de 

ADNc que ya contenían sus adaptadores, este procedimiento se llevó a cabo en micro 

reactores formados por una emulsión de agua y aceite, a la cual se le añadió todos los 

reactivos necesarios para la PCR y esferas magnéticas, con la finalidad de que en cada 

microreactor contenga una esfera magnética unida a un ADNc por medio del extremo 

3´del adaptador B. Después de varios ciclos de amplificación, se generó en cada esfera un 
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gran número de secuencias de doble cadena idénticas y unidas por el adaptador A. 

Posteriormente esas cadenas amplificadas se desnaturalizaron con la adición de altas 

concentraciones de NAOH, obteniendo finalmente en cada esfera un gran número de 

cadenas sencillas idénticas unidas por el extremo 3´ adheridas a su superficie.  

 

6.6.1.2 Piro-secuenciación masiva  

 Después de la amplificación, todas las esferas de cada tratamiento fueron cargadas 

en un dispositivo conocido como PicoTiterPlate o conocida como “pico placa”, la cual es 

introducida en el secuenciador. Este dispositivo posee más de un millón de celdas de 44 

micras de diámetro, en las cuales únicamente se deposita una esfera con ADNc por celda. 

Además de las esferas con ADNc, se introducen otro tipo de esferas que contienen las 

enzimas sulfurilasa y la luciferasa necesarias para el proceso de secuenciación. La 

sulfurilasa genera ATP a partir de pirofosfato liberado en la incorporación del nucleótido 

y la luciferasa en presencia de ATP, cataliza la reacción que genera una emisión de luz. 

De esta forma cada vez que el ADN polimerasa incorpora un nucleótido a la cadena 

creciente complementaria del ADN, se emite luz que es detectada por el equipo, captura 

la imagen y hace la interpretación. 

 

La adición de los nucleótidos es un proceso automatizado por el secuenciador de 

forma cíclica agrega un nucleótido cada vez, de esta manera la polimerasa extiende uno o 

más nucleótidos dependiendo de la secuencia molde y emite luz con una intensidad 

proporcional al número de nucleótidos incorporados a la nueva cadena que se va 

sintetizando durante el proceso de secuenciación. Para la interpretación de las señales 

luminosas, el equipo consta de programas informáticos que interpretan estos patrones de 

luz y generan gráficas que indican si existió incorporación o no de nucleótidos y en qué 

cantidad (Jarvie y Harkins, 2008). Todo este proceso de la corrida en el equipo 

secuenciador dura aproximadamente 8 horas. Al final de la corrida el equipo arroja un 

total de lecturas en formato fasta, las cuales ya pasaron todos los filtros de calidad ≤Qβ0. 
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6.6.1.3 Ensamblaje de secuencias usando el software Newbler 454 

Después de la obtención de las lecturas crudas arrojadas por el secuenciador para 

cada tratamiento (T1 y T2), se llevó a cabo el ensamblaje de las mismas en el software 

Newbler 454 utilizando los parámetros de base establecidos en el programa, 

(http://www.454.com/products/analysis-software/), el cual es un ensamblador 

específicamente diseñado para los datos generados por las plataformas de 

pirosecuenciación de la empresa Roche Diagnostics. Newbler posee la opción para 

proyectos transcriptómicos de ensamblaje de novo, por tal motivo fue usado para 

ensamblar nuestros transcritos de novo (Nederbragt, 2010).  

 

6.6.1.4 Mapeo de secuencias usando el software Newbler 454 

El mapeo no fue un paso obligatorio del procedimiento, sin embargo, se efectuó 

con la finalidad de descubrir las diferentes secuencias de cada transcriptoma (T1 y T2). El 

mapeo es una comparación de las secuencias totales obtenidas entre los dos tratamientos, 

en este caso se llevó a cabo tomando al tratamiento 1 como referencia, como lo indicaba 

la plataforma de Roche (Figura 7).  

Figura 7 Imagen ilustrativa de la diferencia entre ensamblaje y mapeo. 
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6.6.1.5 Análisis bioinformático  

6.6.1.5.1 Anotación Funcional  

 Una vez ensambladas las lecturas arrojadas por el Newbler 454, se continuó con 

la anotación funcional de cada contig o transcrito generado, con la finalidad de asignarles 

funciones putativas usando el programa bioinformático Blast2GO (Conesa et al., 2005; 

Götz et al., 2008), el cual es una herramienta catalogada como un anotador universal 

basado en GO (Gene Ontology) y permite categorizar a cada transcrito por función 

molecular, proceso biológico y componente celular y está diseñado para organismos no 

modelo. Además también realiza estadísticas que nos permiten por un lado valorar la 

anotación realizada y por otro, extraer información funcional mediante el paquete Gossip 

(Blüthgen et al., 2005; Götz et al., 2008).  

 

6.6.1.5.2 Identificación de rutas metabólicas 

Otra herramienta bio-informática utilizada fue la base de datos KEGG 

PATHWAY (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html), es un proceso para mapear 

conjuntos de datos moleculares, especialmente conjuntos de datos a gran escala en 

genómica, transcriptómica, proteómica y metabolómica, a los mapas de la ruta KEGG 

para la interpretación biológica de funciones sistémicas de más alto nivel.(Kanehisa y 

Goto 2000; Kanehisa et al., 2008). 

 

6.7 Secuenciación masiva con MiSeq Illumina 

Para la plataforma de Illumina fue usado el secuenciador MiSeq efectuando una 

sola corrida en una placa que contenía los pools de cada tratamiento (T1 y T2). En nuestra 

corrida se usó el formato de 300 ciclos (longitud de secuencia) y el protocolo a seguir fue 

TruSeq™ RNA Sample Preparation Guide de acuerdo al fabricante Illumina 

(http://epigenome.usc.edu/docs/resources/core_protocols/TruSeq_RNA_SamplePrep_G

uide_15008136_A.pdf)(Figura 8). 
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Figura 8 Esquema simplificado de la secuenciación con Illumina. 

(http://openwetware.org/wiki/BioMicroCenter:Sequencing) 

 

6.7.1 Preparación de librerías 

La preparación de librería se inició con 2µg de ARN total purificado de cada pool 

(T1 y T2), no con ARN mensajero como en las anteriores plataformas. Inicialmente se 

realiza la fragmentación y purificación del ARN mensajero de cada pool (T1 y T2) 

utilizando perlas magnéticas unidas a un oligo poli-T Agencourt AMPure XP (Beckman 

Coulter), en este proceso el ARNm es fragmentado y preparado para la síntesis de ADNc 

a partir de ARNm.  

 

Posteriormente se efectuó la reparación de extremos romos de cada secuencia con 

una mezcla de reactivos con actividad exonucleasa de 3´a 5´ (eliminando los extremos 3´) 

y con actividad polimerasa (rellena los extremos 5´). Una vez obtenidas las secuencias 

con sus extremos romos, se llevó a cabo la adenilación de los extremos 3´, añadiendo un 

solo nucleótido “A” para evitar que liguen el uno al otro durante la reacción de ligación 

de adaptadores. Con la finalidad de asegurar una baja tasa de formación de quimeras 

(templado concatenado).  Después de la reparación de extremos romos, se realizó la 

ligación de varios adaptadores a cada extremo de los ADNc de doble cadena, 

preparándolos para la amplificación, con la finalidad de enriquecer selectivamente los 

fragmentos de ADNc que tienen moléculas de adaptador en ambos extremos y para 

amplificar la cantidad de ADNc en las librerías.   
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 Con el fin de lograr la más alta calidad de los datos en la plataforma de 

secuenciación de Illumina, se determinó la calidad y cantidad de cada librería antes de 

introducirlas en el equipo MiSeq. Cada librería fue cuantificada utilizando qPCR (PCR 

cuantitativa) y su calidad se determinó usando el equipo 2100 Bioanalyzer en un chip 

específico para ADN (Agilent ADN-1000). El producto final debe ser una banda promedio 

de aproximadamente 260 pb, todos estos pasos de acuerdo con la guía del protocolo de 

Illumina. 

 

6.7.2 Secuenciación masiva 

 Una vez determinada la calidad y cantidad de cada librería, éstas fueron diluidas y 

desnaturalizadas para posteriormente tomar cantidades equimolares de cada una y 

cargarlas en el cartucho de reactivo en el depósito designado. El kit de reactivos fue del 

tamaño de 300 ciclos para el equipo MiSeq, todos los pasos de acuerdo al fabricante 

Illumina. 

 

6.7.3 Filtrar lecturas de calidad con Trimmomatric 

Una vez concluida la secuenciación de cada librería (T1 y T2), se eliminaron los 

adaptadores y se extrajeron los archivos fasta, se obtuvieron los resultados totales de 

lecturas crudas que pasaron los filtros de cada tratamiento, y se utilizó el programa 

Trimmomatric (http://www.usadellab.org/cms/index.php?page=trimmomatic) para filtrar 

las lecturas de mejor calidad (Q>30).  

 

6.7.4 Ensamblaje de lecturas usando el software Trinity 

Una vez obtenidas las lecturas crudas de mejor calidad Q>30 de cada tratamiento 

(T1 y T2), se efectuó el ensamblaje de novo de las mismas usando el software Trinity 

(http://trinityRNAseq.sourceforge.net/), utilizando los parámetros predeterminados en el 

programa, ya que es específico para ensamblar transcriptomas de novo (Grabherr et al. 

2011).  
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6.7.5 Análisis bioinformáticos  

6.7.5.1 Anotación Funcional  

Una vez obtenidos el total de contigs o transcritos de cada transcriptoma arrojados 

por el Trinity, se continuó con la anotación funcional de cada contig o transcrito generado, 

con la finalidad de asignarles funciones putativas usando el mismo programa antes 

mencionados en la sección 6.6.1.5.1 (Blast2GO). 

 

6.7.5.2 Identificación de rutas metabólicas 

Después de la anotación funcional completa con Blast2GO, se llevó a cabo la 

identificación de las rutas metabólicas de los dos transcriptomas completos (T1 y T2) en 

la base de datos KEGG PATHWAY (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html), como 

ya se mencionó en el punto 6.6.1.5.2, indica las rutas metabólicas representadas por cada 

transcrito. 

 

6.7.5.3 Análisis de expresión diferencial de genes usando el software edgeR 

Para los análisis de expresión diferencial de genes se utilizó el paquete estadístico 

edgeR Bioconductor (http://trinityRNAseq.sourceforge.net/analysis/diff_expression_ 

analysis.html) (Robinson et al., 2010; Robinson y Oshlack 2010), este es ampliamente 

usado en el análisis de ARN-seq, ya que solo se necesita un parámetro por cada gen, por 

lo cual se puede aplicar a experimentos con un bajo número de réplicas. Este programa 

nos arrojó el nivel de expresión de cada transcrito como FPKM (fragmentos por kilobase 

de exón modelo por millón de lecturas mapeadas) (http://jura.wi.mit.edu/bio/education 

/hot_topics/RNAseq/RNA_Seq.pdf). Con el fin de comparar los niveles de expresión de 

diferentes transcritos o genes a través de muestras, el programa Trinity 

(http://trinityRNAseq.sourceforge.net/) incluye el software edgeR para realizar una TMM 

adicional (Robinson y Oshlack 2010) (media recortada de valores M) una escala de 

normalización que tiene como objetivo contar diferencias en la producción de ARN total 

celular a través de todas las muestras (Dillies et al., 2013; Haas et al., 2013.) los cuales 

fueron normalizados usando el TMM, de acuerdo con las instrucciones de Trinity, a dos 
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niveles de significancia 0.001 y 0.05 con la finalidad de ver la mayor cantidad generada 

de transcritos expresados (Williams et al., 2008).   

 

6.7.5.4 Análisis bioinformáticos de los transcritos diferencialmente expresados  

 Una vez obtenidos los transcritos diferencialmente expresados en el edgeR, se les 

realizó nuevamente una anotación funcional con en el programa Blast2GO, esto con la 

finalidad de validar los resultados arrojados por el software edgeR y corroborar que los 

transcritos que nos arrojó como diferencialmente expresados, correspondían con los ya 

obtenidos en el anterior ensamblaje (Trinity) de los transcriptomas completos; además 

para facilitar las asignaciones de las funciones putativas, sin necesidad de ir a buscar cada 

secuencia en la base de secuencias de los transcriptomas completo. Así como también se 

usó la herramienta bio-informática base de datos KEGG PATHWAY 

(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) mencionada en la sección 6.6.1.5.1, 

(Kanehisa y Goto 2000; Kanehisa et al. 2008). 

 

 

6.8 Validación de la expresión diferencial 

6.8.1. Selección de transcritos 

Para validar el análisis bioinformático de los transcritos diferentemente expresados 

se utilizó un análisis de qPCR, con la finalidad de cuantificar de forma relaiva los 

productos de amplificación  de cada transcrito de interés. Antes de efectuar el análisis de 

qPCR, se llevó a cabo la selección de transcritos de interés, tomando en cuenta los 

siguientes puntos: 1).-  en base a los antecedentes, ya que se ha demostrado que el uso de 

algas marinas en estudios con organismos vivos y en cultivos celulares, modifican las 

rutas de metabolismo de lípidos y de respuesta inmune (ver Tabla 1); 2).- en base a los 

resultados obtenidos en la expresión diferencial, debido a que el mayor número de 

transcritos expresados entre los dos tratamientos (T1 y T2) se encontraban en las 

siguientes rutas metabólicas: respuesta inmune, metabolismo de lípidos, respuesta a estrés 

y estímulos y respuesta a procesos de óxido-reducción; 3).- usando la plataforma de 

InterPro para corroborar el dominio funcional o específico de los transcritos ya 
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seleccionados, ya que InterPro proporciona un análisis funcional de las proteínas mediante 

la clasificación en familias y la predicción de dominios y sitios importantes (Mulder et al. 

2005), además nos facilitó encontrar regiones conservadas que nos ayudaron mejor en la 

selección de transcritos para el diseño de primers; y 4). - la verificación en  la lista de los 

transcritos seleccionados, de ausencia de  variantes de secuencia (isotigs), solo se 

seleccionaron los transcritos de secuencia única, para que al momento de calcular las 

expresiones obtenidas en el análisis de qPCR, no interfiriera ninguna variante o isotig, 

sino que sea solo la expresión de un transcrito. 

 

6.8.2. Diseño de primers  

 Existen diferentes herramientas bioinformáticas para el diseño de primers, dos de 

ellas se utilizaron en este trabajo, las cuales fueron el Primer3Plus 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) es una aplicación 

que se encuentra libre para su uso en diferentes servidores web; permite especificar un 

gran número de variables y obtener primers según las indicaciones solicitadas. Además 

permite agregar el número de acceso de la secuencia, que se halla en las bases de datos 

internacionales. También permite discriminar las regiones de la secuencia que se deben 

incluir, las que se deben excluir y el rango de tamaños del producto. Por otra parte, el 

software incluye la posibilidad de especificar las características mínimas de los primers 

deseados, como Tm, porcentaje de GC, máxima auto-complementariedad, la longitud de 

secuencia, entre otros parámetros mencionados en el párrafo anterior. Otra herramienta 

fue el Oligo Analyzer de la página Integrated DNA Technologies, Inc (IDT) 

(http://www.idtdna.com/site), esta plataforma se encuentra para uso libre en diferentes 

servidores web alrededor del mundo; y en este estudio se utilizó para la comprobación de 

la especificidad de cada primer, para analizar sus temperaturas (Tm) y para observar si 

tienen posible formación de estructuras secundarias y dímeros.  

 

Una vez seleccionados los transcritos de interés se efectuó el diseño de primers, tomando 

en cuenta los siguientes parámetros en los programas bioinformáticos utilizados en el 

diseño de primers: 1) tamaño de secuencia entre los 18 a 30 nucleótidos de longitud; 2) la 

base en el extremo γ’ debe ser una G o una C; γ) temperatura de fusión (Tm) en un rango 
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de 50-65ºC, y no debe variar tanto entre los primers seleccionados; 4) el contenido de GC 

debe de ser de 40-60%; 5) la auto-complementariedad debe ser evitada para minimizar la 

formación de estructuras secundarias y los dímeros de primer; y 6) debe de tener similitud 

para tener un 100% de apareamiento con el molde; 7) Tamaño ideal: 20-25 nucleótidos de 

longitud pero generalmente entre: 18-30 nucleótidos de longitud. En seguida se muestra 

la Tabla 4 con la lista de los transcritos de interés con su secuencia de primers ya 

diseñados:  

Tabla 4. Lista de primers usados en la validación de los genes de interés diferencialmente expresados. 

Gen camarón       Secuencia primer (5´-3´) TM°C 

sam domain and hd domain-containing protein 
1 

F 5' CAGTGTTCGAAACGGTTGTG 59.6 °C 

  R 3' AGGTTTCTGAAGCAGCTTGG 60.2 °C 

interleukin enhancer-binding factor 2 homolog F 5' TTGTGGTGATCCTCAAGACG 59.7 °C 

  R 3' TCATCTGGGAGCATTGTGAG 59.8 °C 

solute carrier family 7 (cationic amino acid 
transporter) 

F 5' ACTCTTTGCAGGGATCATGG 60.1 °C 

  R 3' TCCCCATCTTCATCTTCAGC 60.2 °C 

platelet-activating factor acetylhydrolase F 5' TGCTGTAGATGGAGCGATTG 60.0 °C 

  R 3' AACTGGCAAACAGGAAGTGC 60.3 °C 

serine palmitoyltransferase 1 F 5' TGTTTCACTGGGCTGATGTC 59.7 °C 

  R 3' TGACCTTGTTGCAGAGTTGC 60.0 °C 

fatty acid synthase F 5' GTACCCATTGCCAGAGCAGT 60.1 °C 

  R 3' GCAGTTCAACTCGCTCAACA 60.2 °C 

elongation factor-1 alpha F 5' GGCTGCCTGAGAATCAAAAG 60.0 °C 

  R 3' TTCTCCTTGCCCATGGTTAC 59.9 °
C 

 

6.8.3  PCR cuantitativa (qPCR) 

Antes de iniciar con el análisis de validación de expresión diferencial mediante la 

técnica qPCR, se tomaron en cuenta dos puntos importantes: el primero, fue contar con la 

disponibilidad de todos los tubos que contenían cada primers de interés los cuales fueron 

diluidos en agua de grado de biología molecular a las concentraciones óptimas 

recomendadas por el fabricante, entre 100-200 mM de solución madre y 10-20 mM de 

soluciones de trabajo. Cabe mencionar que altas concentraciones de primer producen 

acumulación de producto no específico y puede incrementar la probabilidad de generar un 
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templado independiente llamado dímero de primer. El segundo  punto importante fue 

llevar a cabo la síntesis de ADNc o de la cadena complementaria de los ARN total de cada 

tratamiento (T1 y T2), se usaron los mismos pools de la secuenciación en el MiSeq-

Illumina. Para la síntesis de la primera cadena de ADNc, se inició a partir βμg de ARN 

total de cada tratamiento, usando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription 

(Invitrogen, USA), de acuerdo con el protocolo del fabricante. Una vez obtenidos los 

ADNc sintetizados de cada pool (T1 y T2), éstos se usaron para iniciar el análisis de qPCR. 

Para llevar a cabo las reacciones de qPCR, se utilizó el kit Quantitech SYBR Green PCR 

Master Mix (Qiagen), con las siguientes especificaciones: se usaron (10 µL) de volumen 

final por reacción, el cual contenía 2 X Power SYBR Green PCR Master mix, 0.5 µL de 

cada primers el forward y el reverse y 2.5 µL de ADNc templado. La amplificación de la 

PCR fue realizada bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 95°C por 2 min, 35 ciclos a 

95°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min, y la extensión final a 72°C por 5 min. 

La adquisición y el análisis de datos se realizaron usando el equipo LightCycler® 480 

System (Roche).  

 

Para evaluar los niveles de expresión relativa de los siete genes, se empleó el  

método 2-ΔΔCt (Livak y Schmittgen 2001); se usó como gen endógeno B-actina de camarón 

(Selvey et al. 2001; Cheng et al. 2005; Wang et al. 2006).  El método 2–ΔΔCt es utilizado 

para calcular la expresión relativa de los genes seleccionados, este método es un modelo 

matemático que calcula los cambios de expresión génica como un cambio relativo en ésta 

(número de veces) entre una muestra calibradora y gen normalizador. Se lleva a cabo un 

ensayo de validación usando diluciones seriadas tanto para el gen problema como para el 

gen endógeno.  

Se obtienen los valores de ∆Ct (Ct gen–Ct endógeno)(Livak y Schmittgen 2001):    

R = 2 –ΔΔCt 
∆Ct (trat) = Ct (gen estudio 1‐tratamiento) – Ct (gen normalizador 2‐tratamiento) 

∆Ct (ctrl) = Ct (gen estudio 1‐control) – Ct (gen normalizador 2‐control) 

∆∆ Ct = ∆ Ct (tratamiento) – ∆ Ct (control o muestra calibradora) 
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Los resultados se analizaron en una curva de calibración teniendo en cuenta que el 

valor de regresión debe estar cerca de 1 y la pendiente cerca de -3.32 (Wong y Medrano 

2005). Cada reacción de qPCR se llevó a cabo por triplicado. 

6.9 Análisis estadísticos 

En el bioensayo, los parámetros zootécnicos evaluados para cada replicado 

(acuario) se sometieron a un análisis de varianza de una sola vía (ANOVA).   

 

En el caso de los análisis bromatológicos de los dos tratamientos, los resultados 

fueron sometidos a un ANOVA.  

 

El consumo y tasa de conversión alimenticia relativa al alimento artificial (sin 

contar el consumo de U. clathrata) para el tratamiento control (T1) y el tratamiento 

adicionado con U. clathrata (T2) fue sometido a un análisis de t de student.  

 

Todos los análisis estadísticos se realizaron usando el programa SPSS versión 

15.0. (SPSS. Inc. Chicago IL, USA).  

 

Para la anotación funcional se llevó a cabo una evaluación estadística de anotación 

de referencias entre 2 conjuntos de secuencias, por medio del programa Blast2GO 

(Blüthgen et al. 2005; Götz et al. 2008), este paquete utiliza la prueba exacta de Fisher y 

corrige para múltiples pruebas. Para la validación de la expresión diferencial de genes, se 

usó el método 2-ΔΔCt  (Livak y Schmittgen 2001). 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 Consumo de Ulva clathrata fresca en condiciones controladas de laboratorio sobre 

parámetros zootécnicos del camarón 

 La composición bromatológica y estabilidad en el agua del alimento artificial 

(dieta control) y la composición de la Ulva clathrata utilizada en el bioensayo se presenta 

en la Tabla 5.  La estabilidad en el agua del alimento se considera buena, con valores de 

PMS y PP por debajo del 10% en ambos casos, ya que como lo menciona Ricque-Marie 

y colaboradores en el 2006, el alimento para camarón necesita mantener su integridad 

física y química en el agua hasta ser consumido, ya que, si una gran cantidad de nutrientes 

se disuelve en los primeros minutos después de su distribución, el beneficio de una buena 

fórmula se puede perder. Los valores encontrados concuerdan con los reportados por estos 

mismos autores en dietas comerciales con un rango de variación de 3-12% para PMS y de 

5.5 a 20% de PP; bajo las mismas condiciones de temperatura, salinidad y tiempo (28ºC, 

35ppt y 1 hora de inmersión). 

Tabla 5 Composición bromatológica y estabilidad en el agua del alimento artificial (comercial) y composición 
de la U. clathrata utilizados en el bioensayo. 

Análisis Alimento artificial U. clathrata 

Humedad 11.3±0.2 88.9±0.1 

Proteína 37.7±0.2 20.4±0.1 

Lípidos 8.9±0.1 1.4±0.2 

Fibra cruda 1.1±0.1 5.6±0.1 

Ceniza 7.2±0.1 34.4±0.2 

ELN 33.5±0.1 38.2±0.1 

Energía (Kcal/g) 4.6 2.4 

Estabilidad en el agua 

%PMS 4.2±0.2 NA 

%PP 9.2±0.4 NA 

%WA 61.2±2.1 NA 

NA= No aplica 

Valores de bromatológico reportados en g 100g-¹ de muestra en base seca 
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Los resultados zootécnicos del bioensayo, se muestran en la Tabla 6. No hubo 

diferencias significativas en ninguno de los parámetros evaluados, Esta pérdida de 

diferencias se debe a que en este experimento se decidió alimentar en la misma proporción 

con la finalidad de eliminar un cambio en la expresión de los genes como consecuencia 

del alimento ingerido.  

 

La suma del consumo del alimento artificial y el alga en base seca y la tasa de 

conversión alimenticia no presento diferencias significativas (P=0.790); al igual que la 

suma de la tasa de conversión alimenticia del alimento artificial más la tasa de conversión 

alimenticia de Ulva (P=0.890). Nuestros resultados concuerdan con los resultados 

obtenidos por Lombardi y colaboradores en el 2006, ellos llevaron a cabo un experimento 

de cocultivo de L. vannamei y el alga filipina Kappaphycus alvarezii en jaulas flotantes;  

después de 103 días, el crecimiento, sobrevivencia y TCA no fue significativamente 

diferente entre el sistema de cocultivo y los de monocultivo. También concuerdan con los 

resultados de Marinho-Soriano y colaboradores en el 2007, quienes probaron una dieta 

para camarón hecha con 50% Gracilaria cerviconis (secada a 50ºC/24 h) y 50% de una 

dieta comercial, y no encontraron diferencias significativas en ninguno de los parámetros 

de crecimiento. Otro estudio comparativo con el nuestro es el de Peña-Rodríguez en el 

2010, realizó un bioensayo de 28 días en el laboratorio, donde camarones juveniles 

Litopenaeus vannamei fueron distribuidos en 4 bloques de 3 acuarios, a una densidad de 

8 camarones por acuario; donde un primer grupo de camarones fue alimentado a saciedad 

con una dieta comercial (30% proteína cruda) tomando esto como 100% ración (C100); el 

segundo y tercer grupo de camarones fueron alimentados con U. clathrata fresca a 

saciedad (siempre presente en los acuarios) más 75% y 50% de la ración de alimento 

artificial utilizado en el tratamiento C100. En un primer experimento, se obtuvo un 

incremento significativo en la tasa de crecimiento en camarones alimentados con U. 

clathrata fresca en combinación con 25% menos alimento artificial que los camarones 

control (sin U. clathrata); mientras que en el caso del tratamiento con U. clathrata fresca 

y 50% menos alimento artificial, no se presentaron diferencias significativas respecto al 

control; es decir que en condiciones controladas de laboratorio se puede ahorrar hasta un 

50% de alimento balanceado.  
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Tabla 6  Parámetros zootécnicos de los camarones alimentados con un alimento artificial (comercial) y U. 

clathrata fresca en condiciones controladas de laboratorio, evaluados a los 18 días del bioensayo. 

Tratamiento Con Ulva Sin Ulva  

Parámetro Mean ± DS Mean ± DS Probabilidad 

TC 53.39 ± 7.64 56.54 ± 8.68 0.805 

CONS 6.04 ± 0.28 5.90 ± 0.22 0.790 

TCA 3.29 ± 0.58 3.57 ± 0.57 0.790 

TCA  a + U 3.63 ± 0.57 3.97 ± 0.69 0.890 

 (TC) Tasa de crecimiento en %, (CONS) consumo de alimento en g/ camarón, (TCA) Tasa de conversión alimenticia, (TCA a+U) 
Tasa de conversión alimenticia sumando el consumo de alimento artificial más el consumo de Ulva en base seca. 

No se encontraron diferencias significativas en los parámetros zootécnicos 
evaluados, excepto la pigmentación que fue mayor con el suplemento del alga.  
 

7.2 Extracción y purificación de ARN total de hepatopáncreas y hemolinfa de 

camarón 

 La extracción de ARN total de hepatopáncreas y hemolinfa, se realizó mediante el 

protocolo de PureZOLE (6.5.1), pero solo resultó muy buen método para el tejido de 

hepatopáncreas obteniendo suficiente cantidad y calidad en cada muestra para la 

formación de los pools de cada tratamiento; con respecto a las muestras de hemolinfa 

extraídas de cada camarón, se logró extraer muy poca cantidad de hemolinfa, por 

consiguiente no se logró obtener suficiente cantidad de ARN total de las mismas al ser 

cuantificada cada muestra con el Experion.  

   

En la Tabla 7, se muestran las cantidades y calidades de ARN total de diferentes 

muestras de hemolinfa del T1 (HL1.1, 1.2, 1.3) y T2 (HL2.1, 2.2) obtenidos por el método 

PureZOLE, observando muy poca concentración de ARN total (un promedio de 23.9 para 

T1 y 13.14 para T2), ya que lo normal es obtener un área de ARN mayor que el Ladder 

95.75; estas mismas muestras tuvieron muy baja calidad (RQI ≤ 6) en todas las muestras, 

por lo cual decidimos no usar hemolinfa para formar los pools, esto puede ser atribuido a 

que no se realizó una buena toma de hemolinfa en los camarones; y con respecto a la 

calidad de ARN total de hemolinfa se atribuye a que se necesita suficiente cantidad de 

muestra para una mejor calidad de ARN total, como lo recomienda el protocolo de 

PureZOLE (<500,000 células o <10 mg de tejido) (http://www.bio-

rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/10001481A.PDF).  
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Tabla 7 Cantidad y calidad de los ARN total purificados con (PureZOLE) de diferentes muestras  

de hemolinfas (HL). 

ID Nombre de  

la muestra 

ARN Área Concentración de  

ARN  (ng/uL) 

RQI 

L Ladder 95.75 160   

1 HL1.1 8.19 13.68 N/A 

2 HL1.2 14.8 24.73 1.8 

3 HL1.3 20.04 33.49 N/A 

4 HL2.1 22.53 24.25 2.7 

5 HL2.2 1.88 2.03 N/A 

 

En la Tabla 8, se muestran las cantidades (ng/µL) y calidades (RQI) de ARN total 

de hepatopáncreas extraídos con el método PureZOLE y purificados, tanto para el 

Tratamiento 1(1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6, 1.7, 1.8, 1.9, 1.10, 1.11, 1.12, 1.13, 1.14, 1.15) 

como para el Tratamiento 2 (2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5, 2.6, 2.7, 2.8, 2.9, 2.10, 2.11, 2.12, 2.13, 

2.14, 2.15). Analizados en el equipo ExperionTM Automatied Electrophoresis System, 

observando en la mayoría de las muestras buena cantidad de ARN total (>130 ng/uL), 

además en la fila L (Ladder) de la tabla se muestra el marcador de ARN total que incluye 

el kit de los chips de ARN total del equipo Experion como un corrector para determinar 

la concentración de ARN total de la muestra (http://www.bio-

rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/10000976C.pdf).  Con respecto a la calidad de las 

muestras (RQI), las seleccionadas para la formación de pools fueron las que obtuvieron 

un RQI ≥7, ya que en el manual del Experion menciona que valores de 7 a 10 RQI indican 

una calidad aceptable. 

 

Tabla 8 Cantidad y calidad de ARN total purificados de hepatopáncreas (PureZOLE). 

 

ID 

 

Tratamiento  

Nombre 
de la 

muestra 

 
Área 

de 
ARN 

Concentración 
de ARN  
(ng/uL) 

 

RQI 

L --- Ladder 167.58 160   

1 1 1.1 1,050.14 391.72 7.7 

2 1 1.2 730.17 272.36 8.3 

3 1 1.3 697.38 260.13 8.5 
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4 1 1.4 1,080.94 403.21 7 

5 1 1.5 788.57 294.15 5.1 

6 1 1.6 389.34 145.23 10 

7 1 1.7 629.85 234.94 8 

8 1 1.8 680.36 402.47 6.8 

9 1 1.9 498.1 294.66 8 

10 1 1.10 259.65 153.6 7.9 

11 1 1.11 438.54 259.42 7.7 

12 1 1.12 936.51 894.15 8.5 

13 1 1.13 493.21 539.03 8.2 

14 1 1.14 461.78 504.68 6.7 

15 1 1.15 806.86 770.36 9.8 

16 2 2.1 608.92 581.38 7.3 

17 2 2.2 577.73 215.5 6.8 

18 2 2.3 663.51 247.5 4.2 

19 2 2.4 567.14 211.55 4.5 

20 2 2.5 983.71 366.94 8.1 

21 2 2.6 592.73 350.63 8.6 

22 2 2.7 221.16 130.83 6.1 

23 2 2.8 470.31 278.21 7.8 

24 2 2.9 416.75 246.53 6.9 

25 2 2.10 404 238.99 8.4 

26 2 2.11 535.29 316.66 7.3 

27 2 2.12 252.96 149.64 4.9 

28 2 2.13 329.95 195.19 6.8 

29 2 2.14 723.19 690.48 9.3 

30 2 2.15 768.29 733.54 8.1 

31 2 2.16 608.92 581.38 7.3 

 

7.3.1 Formación de POOLs equimolar de cada tratamiento (T1 y T2) 

 Para la formación de los Pool equimolar de cada tratamiento se tomaron 11 

muestras para cada pool, todas con RQI ≥7, haciendo excepción con dos muestras del Tβ 

con un (RQI=6.8 y 6.9), considerando su buena concentración de ARN total (Tabla 9). 
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Tabla 9 Muestras seleccionadas de cada tratamiento para los pools. 

T1 
Nombre 
Muestra 

Área 
ARN 

Concentración  
ARN (ng/uL) 

RQI T2 
Nombre 
muestra 

Área 
ARN 

Concentración  
ARN (ng/uL) 

RQI 

1.1 1,050.14 391.72 7.7 2.1 608.92 581.38 7.3 

1.2 730.17 272.36 8.3 2.5 983.71 366.94 8.1 

1.3 697.38 260.13 8.5 2.6 592.73 350.63 8.6 

1.6 389.34 145.23 10 2.8 470.31 278.21 7.8 

1.7 629.85 234.94 8 2.10 404 238.99 8.4 

1.9 498.1 294.66 8 2.11 535.29 316.66 7.3 

1.10 259.65 153.6 7.9 2.14 723.19 690.48 9.3 

1.11 438.54 259.42 7.7 2.15 768.29 733.54 8.1 

1.12 936.51 894.15 8.5 2.16 608.92 581.38 7.3 

1.13 493.21 539.03 8.2 2.9 416.75 246.53 6.9 

1.15 806.86 770.36 9.8 2.2 577.73 215.5 6.8 

  

En la siguiente Tabla 10 se muestran los cálculos para la formación de los pools 

equimolares de cada tratamiento, se muestran la cantidad de uL tomados de cada muestra 

con la finalidad de tomar 100ng/uL de cada una, posteriormente se le agrego agua grado 

biología molecular libre de ARNsas para redondear a 400uL en cada pool.  

 

Tabla 10 Cálculos para formación de pools (T1 y T2). 

T1 Área 
ARN 

Concen
tración  

ARN 
Dil. 

1:100 
Conc.  

(ng/uL) 

Cantidad 
µL 

tomados 

T2 Área  
ARN 

Concen 
tración  

ARN  
Dil.  

1:100  
Conc.  

(ng/uL) 

Cantidad 
µL  

tomados 
Nombre ARN 

(ng/uL) 
Nombre ARN 

(ng/uL) 

Muestra     muestra     

1.1 1,050.14 391.72 3.9172 25.53 2.1 608.92 581.38 5.8138 17.20 

1.2 730.17 272.36 2.7236 36.72 2.5 983.71 366.94 3.6694 27.25 

1.3 697.38 260.13 2.6013 38.44 2.6 592.73 350.63 3.5063 28.52 

1.6 389.34 145.23 1.4523 68.86 2.8 470.31 278.21 2.7821 35.94 

1.7 629.85 234.94 2.3494 42.56 2.1 404 238.99 2.3899 41.84 

1.9 498.1 294.66 2.9466 33.94 2.11 535.29 316.66 3.1666 31.58 

1.1 259.65 153.6 1.536 65.10 2.14 723.19 690.48 6.9048 14.48 

1.11 438.54 259.42 2.5942 38.55 2.15 768.29 733.54 7.3354 13.63 

1.12 936.51 894.15 8.9415 11.18 2.16 608.92 581.38 5.8138 17.20 
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1.13 493.21 539.03 5.3903 18.55 2.9 416.75 246.53 2.4653 40.56 

1.15 806.86 770.36 7.7036 12.98 2.2 577.73 215.5 2.155 46.40 

Total 
pool µL 

     392.41 Total 
pool µL 

   314.62 

Agua 
libre de 
ARNsas 

µL 

   7.59 Agua 
libre de 
ARNsas 

µL 

   85.38 

Total 
pool µL 

      400 Total 
pool µL 

      400 

 

 

En las imágenes de los electroferogramas (Figura 10) se muestra similitud entre 

los tratamientos en la cantidad (ARN concentración) y tamaño de ARN total (pb) y se 

puede observar los ARN ribosomales 18S y 28S en cada pool. Se muestran los 

electroferogramas obtenidos con el equipo Experion de los ARN total purificado de cada 

pool equimolar por tratamiento; teniendo una buena concentración de ARN total, tanto 

para T1 (92.0ng/µL) como para T2 (97.2ng/µL), con calidades mayores de 9 (RQI) para 

ambos tratamientos, ya que el RQI es un indicador de la calidad del ARN, permite estimar 

el nivel de degradación en una muestra total de ARN eucariota (http://www.bio-

rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/10000976C.pdf). Los resultados demuestran 

cantidades y calidades similares entre los pools de los dos tratamientos lo cual es favorable 

para que no influya en las variaciones de expresión génica de cada transcriptoma (Li et 

al., 2013). 

 

1 A)  

 

RQI: 9.3 

ARN Área: 1,559.0 

ARN Concentración: 92.0 ng/uL 
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1 B)   

Figura 9 Electroferogramas de los pools de ARN total de hepatopáncreas (T1 (1A) y T2 (1B)). 

 

7.4 Piro-secuenciación masiva con GFLX Flex 454 y Junior de Roche 

 Para iniciar con la pirosecuenciación masiva en las plataformas de Roche, era 

necesario iniciar la preparación de librería con ARNm, por lo cual se usó la enzima 

Terminator™ 5´-Phosphate-Dependent Exonuclease (Epicentre) para eliminar el ARN 

ribosomal (18S y 28S), los resultados de los electroferogramas de cada pool de la 

obtención de los ARNm, se muestran en la Figura 11, siendo muy similares en ambos 

tratamientos.  

 

En las figuras T1-A y T2-A (Figura 11) se muestran los electroferogramas antes 

del pretratamiento con la enzima terminator y se observa el ARN ribosomal (pico de 18S 

y 28S) con un tamaño de 400 a 500 pb, el cual representa un 90% del ARN total de esta 

especie (Litopenaeus vannamei) como lo reporta (Khayat et al., 2001), mientras que el 

ARN mensajero se presenta un tamaño de 250 a 350pb y representa un 10% del ARN total 

de esta especie. En las figuras T1-B y T2-B, se muestra que al pretratar con la enzima 

terminator se logra observar después de la digestión como disminuye el pico del ARN 

ribosomal y casi se eliminó de la muestra, obteniendo sólo el pico correspondiente al ARN 

mensajero. 

T1-A antes                                                        T1-B después 

 

RQI: 9.1 

ARN Área: 1,762.8 

ARN Concentración: 97.2 ng/uL 
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T2-A antes                                                   T2-B después  

 
Figura 10 Electroferogramas de la purificación de ARNm de cada pool de hepatopáncreas (Terminator) T1-A= 
pool del tratamiento 1 antes de aplicar la digestión con la enzima terminator. T1-B= pool del tratamiento 1 después de aplicar la 
digestión con la enzima terminator. T2-A= pool del tratamiento 2 antes de aplicar la digestión con la enzima terminat. T2-B= pool del 
tratamiento 2 después de aplicar la digestión con la enzima terminator. 

 

7.4.1 Preparación de librerías (Protocolo cDNA Rapid Library Preparation Method 

Manual) 

 Una vez obtenido el ARN mensajero de cada pool se inició con la preparación de 

librerías siguiendo el protocolo antes mencionado (ver material y método punto 6.6), este 

proceso duró aproximadamente 3 semanas hasta dejar preparada la muestra para 

introducirla en la picoplaca de secuenciación. 

 

Como ya se indicó, este protocolo se inició con la fragmentación del ARN 

mensajero de cada pool con cloruro de zinc, para obtener un tamaño de población 

homogénea. En la Figura 12 se observa los electroferogramas de cada tratamiento, en 

donde se observan entre los rangos máximos visibles de 23 a 40 (s). Observando una 

fragmentación similar en los dos tratamientos, con una mayor zona de acumulación de 

fragmentos entre los rangos máximos visibles de 23 a 38 (s); la puntuación RIN es en gran 

medida independiente de la cantidad de ARN utilizado. 
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Figura 11 Electroferogramas de fragmentación Química 300ng de mARN inicial con 2uL de Cloruro de Zinc. 

(FU=cantidad en fluoresencia, RIN=Integridad del mARN, Rango mínimo y máximo visible 17-70 (s). 

 

Posteriormente se realizó la síntesis de las cadenas complementarias de ADNc de 

cada tratamiento, obteniendo poblaciones de 50pb hasta 900pb en ambos tratamientos, las 

cuales se muestran en los electroferogramas de la Figura 13. Se observó similitud en 

tamaño de población de fragmentos (130-1000 pb) entre los dos tratamientos, solo 

diferencia en la cantidad de población de fragmentos (T1>100 y T2<100 FU). 

 

 
Figura 12 Electroferogramas de síntesis de la 2ª cadena complementaria ADNc. 

 (FU=cantidad en fluorescencia, bp= tamaño en pares de bases) 

 

Una vez sintetizadas las segundas cadenas complementarias, se llevó a cabo una 

remoción de fragmentos pequeños de las librerías, ya que este protocolo está diseñado 

para crear librerías de tamaño 600 a 1200 pb (http://454.com/downloads/my454/ 

documentation/gs-flx-plus/cDNA%20Rapid%20Library%20Preparation%20Method% 

20Manual_XLPlus_May2011.pdf). El tamaño promedio obtenido de las librerías fue de 

934pb (T1) y 918pb (T2), las cuales quedaron en el rango aceptable recomendado por 

Roche, estas se muestran en los electroferogramas de la Figura 14. Para la librería TI se 

obtuvo una cantidad mayor de 50 (FU) diferente a la del T2 con menor a 50 (FU), esto se 

debe a los procesos de purificación donde se pueden haber lavado más cantidad de librería 

en una muestra que en la otra, pero no afecta al momento de utilizar las muestras, lo más 

importante es la similitud en el tamaño de fragmentos de librería (T1:934 pb) y (T2:918 

pb) como fue mencionado el en párrafo anterior (protocolo de Roche).  
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a) b)  

Figura 13 Electroferogramas de librerías a) T1 y b) T2 
(FU=cantidad en fluorescencia, bp= tamaño en pares de bases) 

 

7.4.2 Secuenciación masiva con la plataforma GFLX Flex 454 de Roche 

 Una vez preparadas las librerías de cada tratamiento, se inició con la secuenciación 

en la plataforma Flex 454 de Roche, sin embargo, debido a que los resultados no fueron 

satisfactorios en la primera corrida se realizó una segunda y una tercera corrida de 

secuenciación en el mismo equipo. Las tres corridas en el Flex 454 se llevaron a cabo en 

diferentes tiempos, usando una picoplaca por corrida, la cual fue dividida en dos áreas, 

una para cada librería (T1 y T2).  

 

En las Tablas 11, 12 y 13 y las Figuras 15 y 16, se muestran los resultados de las 

corridas efectuadas en el Flex 454, obteniendo resultados no satisfactorios en las tres 

corridas.  

 

Primera corrida. En la Tabla 11, se muestran los resultados de lecturas que pasaron 

los filtros de calidad del equipo (≥Qβ0) y podemos notar que para el T1 solo el 0.γ% y para 

T2 solo el 13.3% de las lecturas pasaron los parámetros de calidad del equipo. En la Figura 

15 se puede ver el procesamiento de imagen de las dos regiones de la picoplaca para la primera 

corrida, donde notamos que para el T1 se observó el área en color verde y para la zona del T2 

se observó el área en color morado debido a la gran cantidad de luminiscencia de secuencias. 

Los malos resultados obtenidos en esta corrida, se deber (según lo que comentó el fabricante) 

a que el oligonucleótido de amplificación, pudiera presentar una degeneración en su secuencia 

específica (la secuencia llave que tiene que ser detectada por el equipo). Así mismo se 

pudo deber a una falla en el flujo de reactivos del equipo.  

 

934 
pb 918 

pb
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Tabla 11 Resultado de la primera secuenciación masiva con la plataforma GFLX Flex 454 de Roche. 

Tratamiento % Paso de filtros  

(parámetros de calidad del equipo) 

T1 DC 0.30 

T2 DC + Ulva 13.30 

 

   

 
Figura 14 Procesamiento de imagen de picoplaca de la primera secuenciación masiva con la plataforma GFLX 

Flex 454 de Roche. 

 

Segunda corrida. Los resultados de la segunda secuenciación que se llevó a cabo 

en la plataforma GFLX Flex 454 de Roche se presentan en la Tabla 12 y Figura 16, 

nuevamente la picoplaca se dividió en dos regiones para colocar en cada una uno de los 

dos tratamientos.  

 

Los resultados de lecturas que pasaron los filtros de calidad del equipo en la Región 

1 (T1) fue del 66.10% y en la Región 2 (T2) fue de 62.50% lo cual fue significativamente 

mejor que para la primare corrida. Por otro lado, en el procesamiento de imagen de las 

regiones de la picoplaca, tanto para el T1 como para el T2 se observó la mayor parte del 

área en color gris pero aún se pueden ver puntos en morado y color verde, estos colores 

se deben a la gran cantidad de luminiscencia de secuencias y son puntos que no pasan los 

parámetros de calidad del equipo. Esta corrida se realizó con la finalidad de validar la 

librería, sin embargo, los bajos resultados se deben en esta ocasión (según lo indicado por 

el fabricante del equipo), al lote de reactivos usados presentaba un defecto en las perlas 

de enriquecimiento (perlas magnéticas) lo que probablemente pudo ser la causa del error 

en esta corrida. 

 

T1 T2 
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Tabla 12 Resultados de la segunda corrida de secuenciación masiva en la plataforma GFLX Flex 454 de Roche. 

  %Paso de filtros 

(parámetros de calidad del equipo) 

T1 DC 66.10% 

T2 DC + Ulva 62.50% 

 
Figura 15 Procesamiento de imagen de picoplaca de la segunda secuenciación masiva con la plataforma GFLX 

Flex 454 de Roche. 

 

Tercera y cuarta corrida. En las dos primeras corridas la cantidad de lecturas 

crudas que pasaron los filtros fue muy escasa, en esta tercera corrida en el GS-FLX 454 

fue de 19,282 para T1 y de 15,915 para el T2, aun así, fueron pocas las lecturas crudas 

obtenidas para considerarse como un transcriptoma completo de L. vannamei. Además, 

en esta tercera corrida se corroboró que el equipo tenia falla en el flujo de reactivos, debido 

a eso se atribuyó la escasa cantidad de lecturas en cada corrida.   

 

Posteriormente se llevó a cabo una cuarta corrida en el pirosecuenciador GS 

Junior, pero esta vez solo para el tratamiento T2 para comparar el funcionamiento del 

equipo, obteniendo como resultado un total de 15,177 lecturas crudas que pasaron los 

filtros, igualmente un número escaso. En esta 4ª corrida se observó el mismo patrón a las 

corridas anteriores (Tabla 13).  

 

Tabla 13 Resultado de lecturas crudas que pasaron los filtros (Tercera y cuarta corrida). 

3ª CORRIDA Cantidad de lecturas pasaron filtros 

(parámetros de calidad del equipo) 

T1 DC 19,282 

T2 DC + Ulva 15,915 

T1 
T2 
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4ª CORRIDA Cantidad de lecturas pasaron filtros 

(parámetros de calidad del equipo) 

T2 DC + Ulva 15,177 

  

Para concluir con las corridas de pirosecuenciación de la plataforma de Roche, 

debido a las insuficientes cantidades de lecturas crudas y contigs generados en los 

resultados obtenidos, se decidió validar las muestras de librerías (T1 y T2) 

amplificándolas con Random Hexamer Primers (son una mezcla de oligonucleótidos 

conocidos como cebadores aleatorios que pueden usarse para iniciar la síntesis de ADNc), 

para corroborar que en efecto era el equipo, y no las muestras las que estaban mal 

sintetizadas, por lo que se concluyó que los efectos de excesiva luminiscencia en las 

corridas se debían a un fallo en el sistema del equipo secuenciador, ya que paso lo mismo 

con más muestras de diferente naturaleza y especie que se sometieron al mismo 

secuenciador (comunicación personal estudiante de doctorado FCB, UANL Jessica 

Giselle Herrera Gamboa).  

 

Además otros investigadores han presentado problemas en esta plataforma, los 

cuales se mencionan en las siguientes páginas web 

(http://seqanswers.com/forums/showthread.php?t=21970;http://seqanswers.com/forums/

showthread.php?t=3772&page=4;https://flxlexblog.wordpress.com/2012/01/17/what-is-

going-on-with-454-gs-flx-sequencing/). 

 

 

 

7.4.3 Ensamblaje de lecturas usando el software Newbler 454 

 A pesar de la poca cantidad de lecturas crudas en las corridas anteriores (piro- 

secuenciación), se llevó a cabo el ensamblaje de novo en cada una de las corridas tomando 

el total las lecturas crudas obtenidas en cada tratamiento con la finalidad de validar que el 

procedimiento técnico realizado en cada corrida fue bueno, demostrando que los 

transcritos ensamblados obtenidos pueden ser homologados con secuencias de genes 

presentes en los bancos de genes. En la Tabla 14 se muestran la cantidad de contigs 

obtenidos en cada corrida por tratamiento. Tres corridas se llevaron a cabo en el GS-FLX 
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454 con (T1 y T2), al realizar el ensamblaje de las lecturas crudas en el Newbler 454 se 

obtuvieron para la 1ª corrida T1:1 y T2:73 contigs, en la 2ª corrida se obtuvieron T1:188 

y T2:204 contigs y en la 3ª corrida T1:30 y T2:234 contigs. En la 4ª corrida en el GS 

Junior donde solo se secuencio el T2 se obtuvieron 58 contigs. Cabe mencionar que 

cuando el organismo de estudio en este caso el camarón blanco Litopenaeus vannamei no 

tiene su genoma completo publicado, se lleva a cabo un ensamblaje de novo, el cual 

consiste en  utilizar solo la información obtenida de la secuenciación para reconstruir el 

genoma en cuestión, sin conocimiento a priori de la organización del mismo (Miller et al. 

2010). 

Tabla 14 Transcritos (contigs) obtenidos de cada ensamblaje en cada corrida. 

 Newbler 454 Ensamblaje 

 T1 DC T2 DC+ Ulva 

1a corrida 1 contig 73 contig 

2a corrida 188 contig 204 contig 

3a corrida 30 contig    234 contig 

4ª corrida     58 contig 

 

7.4.4 Mapeo de transcriptomas usando el software Newbler 454  

 Después de realizar el ensamblaje de novo en cada corrida, se realizó un mapeo 

usando el software Newbler 454 entre los dos tratamientos,  se tomó como referencia al 

T1 (219 contigs totales) y se comparó con el T2 (511 contigs totales), con la finalidad de 

observar poblaciones de transcritos, los que estaban similares y diferentes en los dos 

tratamientos; se utilizaron todos los contigs de las 3 primeras corridas de cada tratamiento, 

obteniendo  31 contigs del T1 diferentes de T2 (círculo rojo A), 323 contigs de T2 

diferentes  de T1 (círculo verde B) y 188 contigs diferentes entre (T1 y T2 AB). La 

diferencia se debe a las condiciones alimenticias de cada tratamiento y a la cantidad 

diferente de contigs ensamblados entre cada tratamiento. En la Figura 17 se muestra el 

diagrama de círculos de poblaciones de contigs entre las dos condiciones. 
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Figura 17 Diagrama de círculos de poblaciones de contigs entre la condición A:T1 y condición B:T2 

 

7.5 Secuenciación masiva con MiSeq Illumina 

Debido al poco rendimiento obtenido en la plataforma de Roche, se decidió probar 

la plataforma de Illumina usando el secuenciador MiSeq en una corrida con los dos 

tratamientos (T1 y T2). Esto debido a que en un estudio realizado por Li et al. (2014),  donde 

comparo las plataformas de Illumina y 454 de Roche para la detección de variantes de 

VIH-1 resistentes al farmaco raltegravir (VIH-1 MVs) en plasma de 5 pacientes con pre-

tratamiento con el fármaco, observaron una mayor cobertura de secuenciación con la 

plataforma Illumina, lo cual ayudo a detectar con precisión todas las VIH-1 MVs; así 

como una menor detección de falsos positivos comparada con la plataforma 454 Roche. 

En otro estudio realizado por  Loman et al. (2012) quien comparó el rendimiento de 454 

GS Junior (Roche), MiSeq (Illumina) y Ion Torrent PGM (Life Technologies), mediante 

la secuenciación de un aislado de Escherichia coli O104: H4, que causó un brote de 

intoxicación alimentaria en Alemania en 2011. El MiSeq tuvo el mayor rendimiento por 

corrida (1.6Gb/corrida, 60Mb/h) y tasas de error más bajas. El 454 GS Junior generó las 

lecturas más largas (hasta 600 bases) y la mayoría de ensamblajes contiguos, pero tuvo el 

menor rendimiento (70 Mb/corrida, 9Mb/h). Ejecutado en el modo de 100 bp, el Ion 

Torrent PGM tuvo el rendimiento más alto (80-100Mb/h). Pero a diferencia del MiSeq, el 

Ion Torrent PGM y el 454 GS Junior produjeron errores indel asociados a homopolímeros 

(1,5 y 0,38 errores por cada 100 bases, respectivamente). 
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En la plataforma Illumina con el secuenciador MiSeq, se inició el protocolo de 

preparación de librerías con 2µg de ARN total purificado de cada pool (T1 y T2), como lo 

estipula el protocolo del fabricante (ver el punto 6.7).  

 

7.5.1 Preparación de librerías (TruSeq ® RNA Sample Preparation Guide v2) 

Después de llevar a cabo todo el protocolo para la preparación de las librerías que 

se indicó en material y métodos (ver el punto 6.7.1, los resultados de la segunda cadena 

de ADNc se muestran en la Figura 18, en donde se puede notar que los electroferogramas 

de los dos tratamientos son muy similares tanto en tamaño de secuencia que oscila entre 

100 a 200pb, estos resultados eran los esperados.  

 

También en las figuras de cada electroferograma se muestran los marcadores (35 

y 10380pb), los que indican el rango de tamaño en que debemos obtener nuestras 

secuencias de librerias. 

 

a)  

b)  

Figura 18 Electroferogramas de síntesis de la 2ª cadena de ADNc a) T1 y b) T2. 
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Por otro lado, en lo que respecta a la síntesis de las librerías los resultados 

obtenidos en cada tratamiento se muestran en la Figura 19, se utilizó el equipo 

ExperionTM Automatied Electrophoresis System para cuantificar cada librería. Donde se 

observa un tamaño promedio de 271pb para el T1 y 275pb para el T2, tamaños promedio 

similares entre las dos librerías, los cuales se esperaban debido al protocolo usado de 300 

ciclos (longitud de secuencia) de Illumina (Pag.44 del protocolo TruSeq ® RNA Sample 

Preparation Guide v2). También en las figuras de cada electroferograma se muestran los 

marcadores (35 y 10380pb). 

 

a)  

b)  

Figura 19 Electroferogramas de librerías a) T1 y b) T2. 

 

7.5.2 Secuenciación masiva 

Los resultados de la secuenciación masiva utilizando la plataforma del 

secuenciador MiSeq se muestran en la Tabla 15, donde se observa que se obtuvieron 

7,706,527  lecturas crudas totales entre los dos tratamientos, con un 48% de GC (guanina 
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y citosina), lo cual es aceptable debido a la naturaleza del código genético, y al porcentaje 

reportado en otros estudios de transcriptoma en L. vannamei (Li et al. 2013; Guo et al. 

2013); además con un valor de N50 (medida por la cual están el 50% del total de los 

contigs o transcritos según lo determina Lin et al. 2011) de 1007pb para T1 y 800pb para 

T2. Se utilizó el parámetro de calidad de Q30 tal como lo sugiere el fabricante de Illumina 

(http://www.illumina.com/documents/products/technotes/technote_Q-Scores.pdf).  

 

Y un %N de 0 para los dos tratamientos, el cual es un buen valor, ya que significa 

que no hubo posiciones ambiguas de nucleótidos, el porcentaje de N en una buena 

secuenciación debe ser menor a 5%. Ya que el alfabeto de EST tiene cinco caracteres: 

ACGTN: Los cuatro nucleótidos y N que se emplea cuando existe una posición ambigua, 

que no sea G-C o A-T, como lo determina Brockman et al. (2008). El total de las lecturas 

crudas se filtraron usando el software Trimmomatric, se filtraron las de mejor calidad 

(≥Qγ0) (Patel y Jain 2012), mediante el programa Trimmomatric usando los parámetros 

default, obteniendo un total de 6,591,856 de lecturas crudas totales entre los dos 

tratamientos, de las cuales 3,855,181 corresponden al T1 y 2,736,675 al T2, como se 

muestra en la Tabla 15. Estos resultados, demuestran una buena cobertura de 

secuenciación, ya que como lo mencionan Sims et al. (2014) y Conesa et al. (2016), cinco 

millones de lecturas mapeadas son suficientes para cuantificar con precisión genes 

altamente expresados en la mayoría de los transcriptomas eucariotas, aunque otros autores 

(Li et al. 2012; Guo et al. 2013) han obtenido hasta 100 millones de lecturas para 

cuantificar genes con bajos niveles de expresión. Con esta información podemos 

determinar que el secuenciador MiSeq ha sido el adecuado para nuestro estudio, ya que la 

importancia de esta investigación era observar los genes altamente expresados bajo el 

consumo de Ulva; y si utilizamos otra plataforma como el HiSeq, solo se observarían 

millones de copias de estos mismos genes altamente expresados. 

 

Tarazona y colaboradores en el 2011, concluyen que para tener un buen análisis 

de expresión diferencial en las tecnologías de secuenciación de RNA, lo más importante 

no es obtener millones de lecturas en un análisis transcripcional, sino que la profundidad 

de secuenciación entre las dos condiciones esté equilibrada. En los resultados obtenidos 
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en nuestro estudio se obtuvo un equilibrio de profundidad de secuenciación entre las dos 

condiciones al obtener 3,855,181 y 2,736,675 lecturas crudas después de la limpieza 

respectivamente para cada tratamiento (T1 y T2). 

 

Tabla 15 Información general de la corrida con MiSeq. 

INFORMACION GENERAL DE LOS TRANSCRIPTOMAS T1 Y T2 

NOMBRE T1 DC T2 DC + 

ULVA 

TOTAL (T1 

Y T2) 

TOTALDE LECTURAS CRUDAS     7,706,527 

TOTAL DE LECTURAS QUE 

PASARON FILTROS 

3, 855, 181 2, 736, 675 6,592,856 

% TOTAL DE LECTURAS QUE 

PASARON FILTROS 

574,707 407,967 98.2674 

% Q30 78.9 78.9 78.9 

N50 (pb) 1007 800 903 

% GC 48 48 48 

% N 0 0 0 

 

7.5.3 Ensamblaje de ARN de novo usando el software Trinity 

 Una vez obtenidas las lecturas de mejor calidad, se extrajeron los archivos en 

formato FASTA y se llevó a cabo el ensamblaje de novo de los transcriptomas en el 

programa Trinity, obteniendo 37,078 transcritos (contigs) para T1 y 31,615 transcritos 

para T2, con un tamaño promedio entre los dos tratamientos de 629pb y una N50 entre los 

dos tratamientos de 903pb, como se muestra en la Tabla 16.  

 

Tabla 16 Información general del ensamblaje de novo de T1 y T2. 

Conjunto de datos T1 Dieta control  T2 Dieta control + Ulva  Total 

(T1 y T2) 

Contigs totales 37,078 31,615 68,693 

N50 (pb) 1007 800 903 

Tamaño promedio (pb)  666 592 629 
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7.5.4 Análisis bioinformáticos de los transcriptomas completos: 

7.5.4.1 Anotación funcional  

En la Tabla 17 se muestra la cantidad total de contigs de cada tratamiento (T1: 

37,078) y (T2: 31,615) anotados en el programa Blast2GO, con un total de unigenes (T1: 

23,510) y (T2: 20,901). Los contigs son segmentos de ADN superpuestos, que juntos 

representan una región consenso de ADN; los unigenes se refiere a un grupo de genes que 

desempeñan una función en particular. Un total de 15,861 transcritos para T1 y 14,246 

para T2 fueron anotados de acuerdo a su función homóloga en la base de datos del NCBI 

Nr (no redundantes).  

 

Cuando se sometieron al programa de GO (Ontología de Genes sección 6.6.1.5.1) 

para determinar la ontología de cada transcrito o unigen; se obtuvieron resultados de 64% 

y 65.86% los cuales corresponden a T1 y T2 respectivamente los cuales se muestran en la 

Tabla 17. 

Tabla 17 Información general de la anotación funcional de cada transcriptoma (T1 y T2). 

Anotación funcional de transcriptomas T1 y T2 

 T1 DC T2 DC + ULVA 

Total de contigs  37,078 (100%) 31,615 (100%) 

Total de unigenes anotados 23,510 (63.41%) 20,901 (66.11%) 

Anotación en base de datos Nr  15,861 (42.77%) 14,246 (45.06%) 

Anotación en base de datos GO 23,733 (64.00%) 20,824 (65.86%) 

 

La comparación de los transcriptomas entre el T1 y T2, mostró similitud en la 

distribución de los unigenes en las tres categorías de GO, observando que 50.40% y 

50.30% unigenes corresponden a procesos biológicos, 39.03% y 39.01% a componentes 

celulares y 21.25% y 21.52% a funciones moleculares, los cuales fueron clasificados 

dentro de 49 subcategorías (Figura 20). Para el T2 DC+Ulva dentro de la categoría de 

procesos biológicos las tres subcategorías más representadas fueron proceso metabólico 

lipídico, proceso de sistema inmune y respuesta a estímulos; en la categoría de 

componentes celulares las subcategorías más representadas fueron componentes de 

espacio extracelular, extracelular zona parcial y región extracelular; y por último en lo que 

corresponde a la categoría de función molecular las dos subcategorías más representadas 
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fueron la unión a carbohidratos y actividad del transportador. Estos resultados muestras 

que la distribución funcional de los genes de los dos grupos de camarones no difiere en 

los dos tratamientos, esto indica que el número de genes expresados en cada categoría GO 

no se vio afectada significativamente por el consumo de Ulva clathrata.  

 

En comparación con el estudio realizado por Zeng et al., (2013) el cual realizo el 

análisis de dos transcriptomas de hepatopáncreas de L. vannamei, uno infectado con el 

virus de la mancha blanca y el otro sin infección, encontró en tanto infectados y camarones 

no infectados, la mayor parte del proceso biológico corresponden a genes involucrados en 

los procesos celulares, procesos metabólicos y localización; la mayoría de los genes 

codifican proteínas componente celular asociado con partes de las células y orgánulos 

celulares; la mayoría de genes de función moleculares se asociaron con actividad 

catalítica, actividad transductor vinculante y molecular. El resultado mostró que la 

distribución funcional de los genes de los dos grupos de camarón fue similar, lo que indica 

que el número de genes expresados en cada GO categoría no se vio afectada 

significativamente por WSSV-infección.  

 

En un estudio de nutrigenómica realizado por Zou et al. (2013) con la especie 

Arma chinensis, el cual realizo dos análisis transcripcional, uno bajo un régimen de dieta 

artificial y otro con una dieta con fuente de alimento natural a base de pupas polilla de 

seda de roble chino, en el cual obtuvo una alta cantidad de secuencias asociadas a las 

asignaciones de función molecular, en procesos celulares como proteólisis, procesos 

metabólicos de carbohidratos, la reducción de la oxidación, y los procesos metabólicos. 

Este estudio concuerda con el nuestro en las asignaciones de función molecular, ya que se 

encontró una alta similitud en la unión a carbohidratos, esto puede atribuirse a que los 

organismos solo fueron sometidos a una fuente de alimento natural como en nuestro 

estudio, sin utilizar algún efector patógeno. 
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Figura 20 Categorías de ontología de genes GO encontradas en los dos transcriptomas de camarones 

(T1 Dieta Control) y (T2 DC + Ulva). 
 
 
 

Los resultados de la distribución de especies con mejor alineamiento de secuencias 

arrojadas por el programa Blast2GO se muestran en la Figura 21. Del total de los unigenes 

anotados, mostraron alineamiento con unigenes de Daphnia pulex (12%), Tribolium 

castaneum (6%), Pediculus humanus (5%), Branchiostoma floridae (3%), Crassostrea 

gigas (3%), Ixodes scapularis (3%), Nasonia vitripennis (3%), Capitella teleta (3%), 

seguido de Litopenaeus vannamei (3%).  

 

Nuestros resultados concuerdan con los encontrados por Guo et al., (2013) y Chen 

et al., (2013), quienes indican que el hecho de que la mayoría de los unigenes sean 

similares a los de Daphnia pulex, Tribolium castaneum y Pediculus humanus, se puede 

atribuir a su estrecha relación filogenética ya que existe abundante información genética 

de estas especies; además estas especies con las cuales se alinearon la mayoría de 

secuencias son artrópodos como L. vannamei, lo cual corrobora un buen ensamblaje 

realizado de secuencias.  
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Por otro lado, el resto de los unigenes (30%), muestran similitud con otras especies. 

En el estudio de Zeng y colaboradores en el 2013 realizaron dos transcriptomas de 

hepatopáncreas de L. vannamei, uno infectado con el virus de la mancha blanca y el otro 

sin infección, encontró que la distribución de las especies de los mejores partidos 

resultante para cada secuencia muestra que los unigenes de L. vannamei tienen el 13.68% 

de coincidencias con Pediculus humanus corporis de secuencias seguidas de Bos taurus 

(9,93%) y Nematostella vectensis (9,40%). Inesperadamente, se encontraron sólo 5.19% 

unigenes similar al de la misma especie L. vannamei. Esto podría atribuirse a que la 

cantidad de las secuencias de proteínas de crustáceos especialmente de L. vannamei 

disponibles en las bases de datos es relativamente limitada. 

 

 
Figura 21 Distribución de especies de los resultados del Blast2GO de los transcriptomas (T1 y T2). 
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7.5.4.2 Anotación de rutas metabólicas (KEGG)  

Cuando los contigs fueron procesados en la base de datos KEGG para determinar 

las rutas metabólicas descritas y su función homóloga, se obtuvieron 560 y 558 rutas 

metabólicas representadas por nuestros transcriptomas (T1 y T2). Del total de contigs se 

pudieron ubicar el 26.02% y 23.37% de unigenes respectivamente para cada tratamiento 

(T1 y T2) en las diferentes rutas metabólicas (Tabla 18); obteniendo las 10 vías más 

representadas las cuales son: vías metabólicas (662 y 670 transcritos), biosíntesis de 

metabolitos secundarios (188 y 185 transcritos), biosíntesis de antibióticos (136 y 132 

transcritos), ribosoma (120 y 119 transcritos), el metabolismo microbiano en diversos 

ambientes (116 y 116 transcritos), enfermedad de Huntington (105 y 104 transcritos), 

endocitosis (102 y 102 transcritos), espliceosoma (101 y 100 transcritos), transporte de 

ARN (97 y 98 transcritos),  fosforilación oxidativa (96 y 96 transcritos) respectivamente 

para cada tratamiento (T1 y T2). Comparado con el estudio de Zeng et al. (2013), quien 

realizó dos análisis trascripcionales en hepatopáncreas de Litopenaeus vannamei, para 

identificar los genes implicados en la respuesta a la infección por TSV (virus del síndrome 

de Taura); y genes en hepatopáncreas de camarones no infectados (control). Obteniendo 

en el ensamblaje de novo 15004 unigenes totales de las dos condiciones, los cuales fueron 

anotados en el KEGG encontrando 174 rutas metabólicas asignadas a sus transcritos; 

obteniendo las 10 vías más representadas: vías metabólicas (1762 transcritos), fagosoma 

(1035 transcritos), adhesión focal (815 transcritos), unión estrecha (779 transcritos), unión 

adherente (768 transcritos), biosíntesis de metabolitos secundarios (624 transcritos), 

lisosoma (374 transcritos), ribosoma (320 transcritos), fosforilación oxidativa (267 

transcritos) y metabolismo de tirosina (217 transcritos). Si comparamos las 10 vías más 

representadas de nuestro estudio con este anterior, tenemos en común la vía metabólica, 

biosíntesis de metabolitos secundarios y fosforilación oxidativa. 

 

Tabla 18 Información de la anotación de los transcriptomas completos en la base de datos  

KEGG PATHWAY 

Anotación funcional de los transcriptomas T1 y T2 

Total de transcritos anotación en base de datos KEGG T1 DC T2 DC + ULVA 

 9,649 (26.02%) 8,655 (23.37%) 

Total de transcritos en las 10 rutas más representadas T1 DC T2 DC + ULVA 

ko01100 vías metabólicas  662 670 
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ko01110 Biosíntesis de metabolitos secundarios  188 185 

ko01130 Biosíntesis de antibióticos  136 132 

ko03010 Ribosoma  120 119 

ko01120 Metabolismo microbiano en diversos ambientes 116 116 

ko05016 Enfermedad de Huntington  105 104 

ko04144 Endocitosis  102 102 

ko03040 Espliceosoma  101 100 

ko03013 Transporte ARN  97 98 

ko00190 Fosforilación oxidativa  95 96 

 

 

7.5.5 Expresión diferencial de transcritos usando el software Edge R 

Para la expresión diferencial de genes utilizando el primer nivel de significancia 

como se indicó en material y métodos (ver punto 6.7.7), se obtuvieron 133 transcritos 

diferencialmente expresados y con el segundo nivel de significancia se obtuvieron 396 

transcritos diferencialmente expresados, por tanto se decidió tomar los resultados de la 

significancia de =0.05, ya que fue con la que se obtuvo mejor cantidad de transcritos 

diferentemente expresados. En la siguiente Tabla 19 se muestra la lista de los 25 

transcritos más sobre expresados de cada tratamiento (FPKM normalizado ≥ 15); 

encontrando en el T2 (comp5599_c0_seq1= 212.58) el transcrito con la mayor expresión 

génica de todos los transcritos diferencialmente expresados (FPKM normalizado = 

212.58).  

 

A diferencia de otros estudios donde realizaron análisis transcripcional para 

determinar transcritos diferencialmente expresados induciendo a las diferentes especies 

de crustáceos (L. vannamei y Fenneropenaeus chinensis) con virus del síndrome de la 

mancha blanca (Chen et al. 2013; Li et al. 2013) y con inducción al virus de síndrome de 

Taura (Zeng et al. 2013), donde se han obtenido alrededor de 1,300 genes con expresión 

diferencial, en nuestro estudio solo encontramos 396 genes, esto probablemente se debe a 

que el efector utilizado para inducir la expresión diferencial en nuestro estudio fue la 

complementación de la dieta con Ulva, por lo que los animales estaban siempre bajo las 

mismas condiciones (estrés, salud, nutricionales, etc.); mientras que en los estudios antes 

mencionados, el efector de cambios en la expresión de genes fue la infección con un virus, 
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lo cual obviamente es mucho más drástico, ya que provoca enormes diferencias entre 

animales sanos y enfermos. 

 

En un estudio de nutrición genómica en Apis melífera realizado por Alaux et al. 

(2011)  donde se alimentó a abejas sanas e infectadas (con el acaro parásito Varroa), con 

una dieta a base de polen o una dieta sin polen (a base de azúcar), encuentran que el 

número de genes con expresión diferencial depende del efecto que se esté comparando ya 

que mientras un número similar de genes fueron sub y sobre regulado por la nutrición del 

polen en abejas sanas, en las abejas parasitadas se presenta un efecto inhibitorio 

importante en la expresión génica (3,789 genes sub regulados), pero solo 25 genes fueron 

sobre regulados. Comparado con nuestro estudio podemos observar una diferencia en la 

cantidad de transcritos diferencialmente expresados, debido a que los organismos de 

nuestro estudio, se eligieron completamente sanos libres de patógenos y de alguna lesión, 

para observar los cambios de expresión génica solo por la nutrición de Ulva.  

 

Tarazona y colaboradores en el 2011, concluyen que si la profundidad de 

secuenciación es muy alta en las tecnologías de secuenciación de RNA, el análisis de 

expresión diferencial puede arrojar falsos positivos; mencionando que lo más importante 

es tener un equilibrio de profundidad de secuenciación entre las dos condiciones.  

 

Haas y colaboradores (2013) mencionan que el software Trinity facilita el uso de la 

herramienta de edgeR para estudios de transcriptoma, ya que incluye pasos fáciles de 

seguir para aprovechar el software R y poder identificar transcritos diferencialmente 

expresadas; el edgeR te genera las visualizaciones en formato PDF. Con el fin de comparar 

los niveles de expresión de diferentes transcripciones o genes a través de las muestras, 

edgeR lleva a cabo una adicional escala de normalización TMM (Trimmed Mean of M-

values) que tiene como objetivo explicar las diferencias en la producción de ARN celular 

total en todas las muestras. Otros autores mencionan que en las librerías de ADNc 

normalizadas, encontraron una eficacia mucho más alta del descubrimiento de genes en 

comparación con las librerías de ADNc no normalizadas, en estudios de RNA-Seq. 

También mencionan que en las librerías normalizadas son más eficaces para encontrar 
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marcadores de microsatélites. Además demuestran que el ADNc normalizado puede ser 

utilizado en la caracterización de la variación de expresión debido a una correlación entre 

el número relativo de lecturas por gen, en los contigs de las librerías normalizadas y no 

normalizadas. Concluyendo que las librerías de ADNc normalizadas son preferibles para 

muchas aplicaciones de RNA-Seq y que estos también pueden ser utilizados en estudios 

de expresión cuantitativa de genes (Hale et al. 2009; Ewen-Campen et al. 2011; Ekblom 

et al. 2012). 

 

Tabla 19 Los 25 transcritos más sobre expresados diferencialmente de cada tratamiento (T1 y T2) con 
significancia 0.05. 

No. Contig T1 FPKM Norm.  No. Contig T2 FPKM Norm. 

comp8719_c0_seq1 107.26 comp5599_c0_seq1 212.58 

comp6864_c0_seq1 70.39 comp6864_c0_seq4 62.18 

comp8223_c0_seq1 56.32 comp10290_c0_seq1 53.92 

comp9717_c0_seq7 49.61 comp11173_c0_seq1 41 

comp10789_c0_seq2 45.32 comp7481_c0_seq1 34.97 

comp9845_c0_seq1 45.28 comp10789_c0_seq4 34.72 

comp11090_c0_seq4 44.64 comp11140_c0_seq3 31.73 

comp5599_c0_seq1 37.59 comp10290_c0_seq4 28.13 

comp11170_c0_seq3 35.88 comp11052_c0_seq3 26.36 

comp10765_c0_seq2 33.52 comp8535_c0_seq2 25.87 

comp11173_c0_seq2 32.94 comp11114_c1_seq15 24.98 

comp10001_c0_seq9 32.36 comp9717_c0_seq4 24.78 

comp10794_c0_seq3 28.2 comp7209_c0_seq3 22.47 

comp9626_c0_seq1 27.98 comp9717_c0_seq10 22.24 

comp10923_c0_seq2 25.97 comp5733_c0_seq2 21.62 

comp10406_c0_seq2 24.27 comp30800_c0_seq1 21.21 

comp8673_c0_seq3 24.26 comp9621_c0_seq1 18.53 

comp11046_c0_seq3 23.31 comp7481_c0_seq2 18.21 

comp9641_c0_seq1 21.91 comp10793_c1_seq2 17.99 

comp8384_c0_seq5 21.07 comp10944_c0_seq7 17.64 

comp10954_c0_seq2 20.74 comp10001_c0_seq4 17.5 

comp9717_c0_seq2 20.33 comp10455_c0_seq2 16.36 

comp11079_c0_seq2 19.34 comp7585_c0_seq1 16.18 

comp11176_c0_seq13 19.12 comp10915_c0_seq2 15.91 

comp10966_c0_seq15 18.83 comp8693_c2_seq2 15.42 
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7.5.6 Análisis de anotación funcional con Blast2GO y de dominio funcional (InterPro 

Protein) de los genes diferencialmente expresados. 

 Se realizaron estos análisis para explorar qué componentes funcionales están 

regulados por la alimentación con el alga. Para la anotación funcional, todos los unigenes 

diferencialmente expresados fueron anotados usando el programa Blast2GO (Blastx Nr, 

InterPro Protein, GO) con un valor de E de 10-5. De todos los genes con expresión 

diferencia, 87.4% se anotaron en BLASTx, 71.7% por GO, 80.5% por InterPro Protein; 

dando en promedio un total de 87%de genes anotados, sin embargo, un 13% presento una 

homología de secuencia baja con las secuencias ya conocidas en bases de datos públicas. 

Lo observado concuerda con lo reportado anteriormente por Zeng et al., (2013), quienes 

realizaron análisis transcripcional en camarones de la especie L. vannamei infectados con 

el virus del síndrome de la mancha blanca y camarones no infectados: reportan un total de 

1206 unigenes diferencialmente expresados y lograron anotar el 80.6% por NR y 819 

(54,7%) con Blast Nt, 840 (56,1%) con UniProtKB/Swiss-Prot, 534 (35,7%) con GO y 

758 (50,7%) COG. 

 

7.5.7 Anotación de los transcritos diferencialmente expresados en KEGG 

 Los 396 transcritos diferencialmente expresados se homologaron con la base de 

datos de KEGG PATHWAY (Kanehisa et al., 2008). Las 15 vías mejor representadas se 

muestran en la (Tabla 20) y algunas de ellas en la (Figura 22). La distribución de 

transcritos sobre y sub expresados entre los dos tratamientos es diferente. El T1 presenta 

la mayor cantidad de transcritos sobre expresados en las rutas de vías metabólicas, 

biosíntesis de metabolitos secundarios y metabolismo de glicerofosfolípidos, mientras el 

T2 los transcritos sobre-expresados se encuentran en las rutas de transporte del ARN, 

espliceosoma y lisosoma.  Por otro lado, en lo que respecta a los transcritos sub expresados 

se encuentran mayor representados en las rutas transporte del ARN, espliceosoma y 

lisosoma para el T1 y en las rutas vías metabólicas,  biosíntesis de metabolitos secundarios 

y metabolismo de glicerofosfolípidos para el T2. Con respecto a los resultados obtenidos 

para T1 donde se representaron más los transcritos sobre expresados al contrario del T2, 

estos datos indicaron cambios del estado fisiológico del camarón durante el consumo de 

Ulva clathrata.   
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Tabla 20 KEGG PATHWAY Las 15 rutas metabólicas más representadas de los genes diferencialmente 
expresados entre los dos tratamientos (T1 y T2). 

Código y nombre de ruta metabólica 

ko01100 Rutas Metabólicas 

ko01110 Biosíntesis de metabolitos secundarios 

ko03013 Transporte de ARN  

ko03040 Espliceosoma 

ko05200 Vías en cáncer 

ko01120 Metabolismo microbiano en diversos ambientes 

ko00564 Metabolismo de Glicerofosfolipidos 

ko05206 Micrornas en cáncer 

ko04972 Secreción Pancreática 

ko00561 Metabolismo de Glicerolipidos  

ko04142 Lisosoma 

ko05164 Influenza A 

ko01200 Metabolismo del Carbón  

ko00565 Metabolismo de lípidos éter 

ko00520 Amino azúcar y el metabolismo del azúcar nucleótido 

 

 
Figura 22 KEGG PATHWAY rutas metabólicas más representadas de los genes diferencialmente expresados 

entre los dos tratamientos (T1 y T2). 
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Comparado con la investigación de nutrigenómica realizada por Zou et al. (2013), 

quienes realizaron dos análisis transcripcional con la especie Arma chinensis, bajo un 

régimen de dieta artificial y otro con una dieta con fuente de alimento natural a base de 

pupas de la polilla de seda del roble chino; observaron que las vías más representadas 

fueron las vías metabólicas (891, 15.16%), las vías cáncerigenas (215, 3.66%), la 

regulación de la citoesqueleto de actina (201, 3.42%), la adhesión focal (178, 3.03%), la 

gripe A (166, 2.82%), el transporte de ARN (157, 2.67%), la endocitosis (156, 2.65%), el 

procesamiento de la proteína en el retículo endoplasmático (150, 2.55%), la proteólisis 

mediada por ubiquitina (150, 2.55%) y la interacción del receptor ligando neuroactivo 

(144, 2.45%).  En nuestros resultados obtenemos que en las rutas de vías metabólicas y la 

del transporte de ARN, las tenemos sobre-expresados en el tratamiento T2 cuando 

consumieron los camarones Ulva clathrata; lo cual nos indica que hubo una mejor 

transportación del ARN desde el núcleo hasta el citoplasma y esto es fundamental para la 

expresión génica.  

 

7.5.8 Rutas metabólicas relacionadas en el metabolismo de lípidos y en la respuesta 

inmune en L. vannamei 

 En la Tabla 21, se muestra la lista de las rutas metabólicas relacionadas con 

metabolismo de lípidos y de respuesta inmune de los genes sub y sobre expresados según 

el análisis de KEGG PATHWAY. Para el caso de las rutas metabólicas asociadas al 

metabolismo de lípidos que fueron modificadas, tenemos las siguientes: la ruta de 

metabolismo del ácido linoléico, la de metabolismo del ácido alfa-linoléico, la de 

metabolismo de los lípidos éter, la de metabolismo del ácido araquidónico, la de 

biosíntesis de ácidos grasos, la de biosíntesis de ácidos grasos insaturados, la de  

biosíntesis de glicosfingolípidos, la de degradación de ácidos grasos y la de absorción, y 

digestión de grasa (Figura 23).  

 

Los resultados observados en el presente estudio confirman el efecto de U. 

clathrata en el camarón L. vannamei a nivel molecular, sobre el metabolismo de lípidos 

concordando con estudios reportados anteriormente en los que se demuestran que en 

diversas especies de peces y animales terrestres la suplementación del alimento con 
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diferentes especies de macroalgas tiene un efecto en la composición lipídica. En un estudio 

realizado por Carrillo-Domínguez et al. (2008) reportan que la inclusion de 10% de 

Macrocystis pyrifera en alimentos para gallinas ponedoras incrementó el contenido de η-

3 en huevo, la inclusion de Sargassum sinicola y Enteromorpha sp. no produjeron los 

mismos resultados. en gallinas ponedoras con el objetivo de observar la composicion 

lipidica de los huevos, incorporando en cada dieta el 10% de inclusion de cada macroalga 

Macrocystis pyrifera, Sargassum sinicola y Enteromorpha sp., los resultados mostraron 

que la incorporación de 10% M. pyrifera en las dietas es un eficaz manera de aumentar el 

contenido de acidos grasos de n-3.  Ergün et al. (2008), realizaron un ensayo de nutrición 

en tilapia juvenil del Nilo, Oreochromis niloticus con dos dietas una baja y otra alta en 

lipidos, suplementando ambas dietas con el 5% de la inclusion de harina de Ulva rigida 

en cada una, con la finalidad de observar los efectos de los niveles de lipidos en la dieta, 

cambios en el crecimiento, la eficiencia alimenticia, la utilización de nutrientes y la 

composición corporal, donde los resultados indican que la inclusión de harina de Ulva 

rigida en ambos niveles de lípidos en la dieta mejora el rendimiento del crecimiento, la 

eficiencia de la alimentación, la utilización de nutrientes, y la composición corporal 

lipidica de la tilapia del Nilo.  

 

Kim y colaboradores (2010), cultivaron una línea celular de adipocitos 3T3-L1 

durante 8 días con un tratamiento con fucoidan (polisacárido extraído del alga Fucus 

vesiculosus) a 50, 100, 200µg/ml y un tratamiento control sin fucoidan, demostrando a los 

2 días en todos los tratamientos con fucoidan la inhibición de la adipogénesis ya que 

suprime la diferenciación de adipocitos y  la expresión de factores de transcripción 

adipogénicos como el C/EBPAα, PPARȖ y APβ, a través de la supresión de la 

diferenciación de adipocitos e inhibición de la expresión de factores de transcripción 

adipogénicos, tales como α (C/EBPAα), Ȗ (PPARȖ) y APβ. Así mismo, en ratas se ha 

demostrado que la inclusión a la dieta de Ulva linza y L. trabeculata reduce 

significativamente el contenido de grasa intra-abdominal tanto cuando fue suministrada a 

animales sanos y diagnosticados con síndrome metabólico.  
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Seo y colaboradores (2013), realizaron un estudio in vitro en células 3T3-L1 con 

un extracto etanólico al 80% de la macroalga G. lanceolata, donde evaluaron durante 2 

días la acumulación de lípidos y la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), 

examinando factores de transcripción adipogénicos y genes reguladores de ROS a nivel 

molecular. El tratamiento con el extracto de G. lanceolata condujo una reducción en los 

niveles de transcripción de los ARNm de los factores adipogénicos que son necesarios 

para inducir la adipogénesis, así mismo incrementa la transcripción de los ARNm de las 

enzimas de exploración del ROS incluyendo superóxido dismutasa, glutation peroxidasa, 

y catalasa. 

 

Ramirez-Higuera y colaboradores (2014), evaluaron el efecto antihipertensivo y 

antioxidante de las algas marinas (Ulva linza y Lessonia trabeculata). Se administraron 

algas a 400 mg kg-1 de peso corporal durante 8 semanas a ratas Wistar sanas como grupo 

control y en ratas con síndrome metabólico, las cuales fueron alimentadas con una dieta 

hipercalórica, demostrando que la inclusión de ambas algas marinas a la dieta reduce 

significativamente el contenido de grasa intra-abdominal, la presión arterial, la resistencia 

a la insulina, los niveles de colesterol y triglicéridos tanto en animales sanos como en 

animales con síndrome metabólico, encontrando que ambas algas disminuyen la expresión 

del gen SOD y GPx y aumentan la expresión del gen CAT en el grupo control y que ambas 

algas reducen la expresión del gen CAT en animales con síndrome metabólico.  

 

En lo que respecta a las rutas metabólicas asociadas a respuesta inmune, las que 

se encontraron modificadas en el presente estudio fueron las siguientes: apoptosis, la vía 

de las MAP quinasas (MAPK), ruta de señalización TOLL, melanogénesis, metabolismo 

del fármaco-citocromo P450, células asesinas naturales (NK), vía de señalización TNF 

(Figura 24).  Varios estudios reportan que la suplementación dietaría de harina de algas 

o sus extractos pueden mejorar la respuesta inmune, la resistencia y la supervivencia 

cuando los camarones desafiados con algunas bacterias o virus debido a la presencia de 

algunos compuestos con capacidad inmunoestimulante, tales como fucoidan, alginatos, 

laminarinas, carragenanos, entre otros (Selvin et al. 2004; Cheng et al. 2008). En otro 

estudio in vitro, se usó la fracción soluble en agua de un extracto en metanol de Ulva 
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lactuca, a una concentración de 140µg/mL y se encontró que podía inhibir el 50% del 

crecimiento de la línea celular de leucemia humana U937, mientras que el crecimiento de 

esplenocitos fue estimulado a una concentración de 100mg/ml lo que indica que Ulva 

lactuca puede ser útil como un antitumoral natural y agente inmunoestimulante (Lee et 

al., 2004). 

 

Por otro lado, Deachamag et al. (2006), utilizando PCR real time, demuestran un 

incremento significativo en la expresión del gen de una proteína ribosomal L26 (RPL26) 

que actúa como activador de macrófagos, después de inyectar intramuscularmente a 

camarones P. japonicus con Vibrio harveyi inactivado, o con WSSV inactivado con 

formalina, o con fucoidan de S. polycystum, e indican que la máxima expresión del gen se 

da a las 72 horas, una semana y dos semanas respectivamente para cada tratamiento 

después de la inmunoestimulación.  

 

Peña-Rodríguez y colaboradores (2011), realizaron un bioensayo con camarones 

de la especie L. vannamei alimentados con alimento artificial y camarones alimentados 

con alimento artificial más U. clathrata fresca; para determinar la expresión diferencial 

de genes utilizando microarreglos con un número de 292 genes de camarón. Del total de 

292 genes que contenía la laminilla, 155 fueron detectados (expresados), de los cuales 46 

presentaron una expresión diferencial entre los tratamientos. De los elementos 

determinados con una expresión diferencial, 22 fueron sobre estimulados mientras que 24 

fueron reprimidos en los camarones alimentados con alimento artificial y U. clathrata 

fresca. Los genes de las proteínas de “ATPase sub 6”, “Cytochrome P450” y “Acyl-CoA-

Binding Protein” fueron los genes significativamente más sobre-expresados, mientras que 

los diferentes clones de las proteínas “Crustin” y la “Diphenol Oxidase Aβ” resultaron en 

los más significativamente reprimidos. 

 

Kim y colaboradores (2011) realizaron un estudio in vitro e in vivo de la actividad 

inmunomoduladora de los polisacáridos sulfatados del alga Enteromorpha prolifera y 

encuentran que dos de sus fracciones (F2 y 3, ya que se obtuvieron 3 fracciones por 

intercambio iónico), estimularon la proliferación de la línea celular de macrófagos Raw 
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264.7, e indican que esta inducción se dio atreves de una considerable sobre regulación en 

la expresión de los ARNm del óxido nítrico y varias citoquinas. Los resultados in vivo 

muestran que los polisacáridos sulfatados (las fracciones de crudo y F2) aumentaron 

significativamente la proliferación de esplenocitos inducidos por Con A (un tipo de 

macrofagos) y la secreción de interferón gama e interleucina-2 (un tipo de citoquinas 

producidas por los linfocitos T y natural killer), lo que significa según los autores que la 

fracción F2, puede activar las células T mediante la sobre-regulación de la respuesta de 

los linfocitos Th-1. 

Las diferentes investigaciones mencionadas en los párrafos anteriores, demuestran 

que el uso de ingredientes funcionales en la acuicultura marina, como los polisacáridos 

derivados de diferentes algas marinas, brinda una mejoría en el metabolismo de lípidos y 

del sistema inmunológico a los organismos en cultivo, a nivel in vivo e in vitro.  

 

En nuestro estudio, se logró obtener la identificación de los genes y/o las rutas 

metabólicas de lípidos y de respuesta inmune que modifica el consumo Ulva en el 

metabolismo de los camarones; de las rutas del metabolismo de lípidos, los genes 

presentes en la mayoría de las rutas y que además obtuvieron expresión diferencial fueron: 

el gen de la fosfolipasa secretoria A2 (sPLA2), acetil-CoA oxidasa y etanolamina 

fosfotransferasa. La fosfolipasa secretoria A2 ha demostrado en algunos estudios que 

modifica la ruta de metabolismo de lípidos y de respuesta inmune, tal como lo menciona 

Boilard et al. (2010), esta cataliza la liberación de ácido araquidónico para la generación 

de mediadores lipídicos de la inflamación y es crucial en diversos procesos inflamatorios. 

Por otro lado, al igual que en el estudio anteriormente mencionado de Peña-Rodríguez et 

al. (2011) quienes encontraron mediante un microarreglo la sobre expresión del gen acetil-

CoA  nosotros encontramos la sobreexpresión de este mismo gen utilizando la tecnología 

RNA-seq lo que demuestra en los camarones alimentados con Ulva clathrata, modifica el 

metabolismo de lípidos, ya que esta enzima participa en varias de las rutas metabólicas 

que encontramos modificadas. 

 

De las rutas de respuesta inmune, los genes presentes en la mayoría de las rutas y 

que además obtuvieron expresión diferencial fueron: MAPK quinasa 1 y 
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glucuronosiltransferasa. Desde hace algunos años se conoce uno de los mecanismos de 

defensa mejor caracterizado en crustáceos, es el sistema fenoloxidasa, éste es activado por 

componentes de pared celular microbiana como lipopolisacáridos (LPS), péptidoglicanos 

y b 1-3 glucanos (zimosan); sin embargo, también existen estudios en donde han 

demostrado que Ulva clathrata tiene efecto antiviral contra virus envueltos de ADN, 

debido a su contenido de polisacáridos sulfatados Toda esta información confirma las 

modificaciones obtenidas en los camarones a nivel genómico por la macroalga Ulva, 

debido a que en nuestros resultados el gen presente en las rutas de respuesta inmune de 

nuestros resultados fue el MAPK quinasa 1, y hay estudios donde demuestran que la 

participación a nivel molecular de las MAP quinasas, se da en procesos de apoptosis, de 

transcripción, traducción y síntesis de ácidos nucleicos, en la dinámica del citoesqueleto 

y en la respuesta inmune Yang et al. (2003). 

 

Los resultados de este estudio serán de gran valor para la comprensión de los 

mecanismos moleculares implicados en la mejora del sistema inmune del camarón, así 

como en la deposición y movimiento de diferentes tipos de lípidos en los tejidos de los 

camarones alimentados con Ulva.   

Tabla 21 Genes involucrados en respuesta inmune y metabolismo de lípidos de L. vannamei. 

Categoría o gen ID Función homologa 

Metabolismo lípidos Eter 

comp8505_c0_seq1 Etanolaminafosfotransferasa 

comp5464_c0_seq1 fosfolipasa secretoria A2 

comp10353_c0_seq12 factor acetilhidrolasa activador de plaquetas 

comp10841_c0_seq3 fosfolipasa D1/2 

Absorción y digestión de grasa 

comp5464_c0_seq1 fosfolipasa secretoria A2 

comp8774_c0_seq2 triacilglicerol lipasa pancreática 

comp8223_c0_seq1 pancreático proteína relacionada con la lipasa-2 

Metabolismo Glicerofosfolípidos 

comp8026_c0_seq1 glicerol-3-fosfato dehidrogenasa (NAD+) 

comp5501_c0_seq1 glicerol-3-fosfato O-aciltransferasa ½ 

comp8505_c0_seq1 Etanolaminafosfotransferasa 

comp5464_c0_seq1 fosfolipasa secretoria A2 

comp10841_c0_seq3 fosfolipasa D1/2 

comp11062_c0_seq1 lisofosfolipasa III 
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Degradación de ácidos grasos 

comp11173_c0_seq2 aldehído dehidrogenasa (NAD+) 

comp11057_c0_seq2 acil-CoA oxidasa 

Metabolismo de Alfa-Linolenico 

comp11057_c0_seq2 acil-CoA oxidasa 

comp5464_c0_seq1 fosfolipasa secretoria A2 

Biosíntesis de ácidos grasos 

comp45386_c0_seq1 sintasa de ácidos grasos, tipo de animal 

Metabolismo de ácido linoléico 

comp5464_c0_seq1 fosfolipasa secretoria A2 

Biosíntesis de ácidos grasos insaturados 

comp11057_c0_seq2 acil-CoA oxidasa 

Metabolismo de ácido araquidónico 

comp5464_c0_seq1 fosfolipasa secretoria A2 

Vía de señalización del receptor de tipo Toll 

comp9997_c0_seq1 MAPK quinasa 1 

Apoptosis 

comp10789_c0_seq4 proteína baculoviral repetición IAP contiene 2/3 

Ruta de señalización MAPK 

comp9997_c0_seq1 MAPK quinasa 1 

Melanogénesis 

comp9997_c0_seq1 MAPK quinasa 1 

comp9273_c0_seq4 proteína guanina nucleótido vinculante G (i) subunidad alfa 

Metabolismo de Drogas- citocromo P450 

comp10988_c0_seq1 Glucuronosiltransferasa 

Natural killer cell mediated cytotoxicity 

comp9997_c0_seq1 MAPK quinasa 1 

Ruta de señalización TNF 

comp9997_c0_seq1 MAPK quinasa 1 

comp10789_c0_seq4 proteína baculoviral repetición IAP contiene 2/3 
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Figura 23 KEGG PATHWAY Rutas de metabolismo de lípidos modificadas por Ulva. 

Es el proceso en el que los ácidos grasos se descomponen en sus metabolitos, al final generando acetil-CoA, la molécula 
de entrada para el ciclo del ácido cítrico, el principal suministro de energía de los animales. Incluye tres pasos 
principales: Lipólisis y liberación del tejido adiposo, Activación y transporte en las mitocondrias y Ǻ-oxidación. Las de 
color verde fueron modificadas por Ulva. 
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Figura 24 KEGG PATHWAY Rutas de sistema inmune modificadas por Ulva 
Los receptores Toll-like (TLR) son receptores ligados a la membrana identificados como homólogos de Toll en 
crustáceos. Las vías de señalización de TLR se dividen en dos grupos: una vía dependiente de MyD88 que conduce a la 
producción de citoquinas proinflamatorias con activación rápida de NF- {kappa} B y MAPK, y una vía independiente 
de MyD88 asociada con la inducción de IFN-beta y genes inducibles por IFN y maduración de células dendríticas con 
activación lenta de NF- {kappa} B y MAPK. Las de color verde fueron activadas por Ulva. 

 

7.5.9 Validación de la expresión diferencial por PCR cuantitativa (qPCR) 

De la lista de los genes relacionados con el metabolismo de lípidos y de respuesta 

inmune que presentaron por bioinformática expresión diferencial (edgeR), se 

seleccionaron genes que no presentaran variantes del mismo gen (isotigs), ya que en el 

resultado de expresión (FPKM) con programas bioinformáticos, se cuantifican cada una 

de las variantes de un gen; mientras tanto en un análisis de qPCR solo se cuantifica la 

variante para la cual se diseñó su primer, por lo tanto, se tendrían que diseñar primers para 

cada una de las variantes (Mortazavi et al. 2008; Lee et al. 2013; Tsankov et al. 2015).  
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Una vez obtenidos los resultados del análisis de validación con qPCR, se utilizó el 

método anteriormente mencionado (2–ΔΔCt, ver material y método punto 6.8.3), se 

determinaron las expresiones relativas tomando la expresión del Tratamiento 2 (Ulva) 

receptor en relación con la expresión del Tratamiento 1 (control). Obteniendo una 

expresión relativa de 22.7 veces el cambio del gen de ácido graso sintasa, 1.3 veces el 

cambio del gen dominio Sam y Hd que contiene la proteína 1, 0.42 veces el cambio del 

gen homólogo del factor 2 de unión al potenciador de la interleucina; 0.60 veces el 

cambio del gen familia soluto portador 7 (transportador de aminoácidos catiónicos), 0.47 

veces el cambio del gen factor activador de plaquetas acetilhidrolasa, 0.54 veces el 

cambio del gen serina palmitoil transferasa 1, 0.49 veces el cambio del gen factor de 

elongación 1 alfa (Tabla 23). Al realizar la comparación del análisis de expresión relativa 

(qPCR), con el análisis de expresión en el programa bioinformático edgeR, los resultados 

confirman que efectivamente estos genes se sobre expresaron cuando consumieron Ulva 

(Tabla 22).  

Tabla 22 Lista de genes seleccionados para el panel de expresión génica qPCR 

Nombre del gen  FPKM log2(FPKM) ΔΔCt 

dominio Sam y Hd dominio que contiene la proteína 1 3.23 1.69 1.30 

homólogo del factor 2 de unión al potenciador de la interleucina 6.20 2.63 0.42 

familia soluto portador 7  2.93 1.55 0.60 

factor activador de plaquetas acetilhidrolasa 18.18 4.18 0.47 

serina palmitoiltransferasa 1 5.27 2.40 0.54 

ácido graso sintasa 212.58 7.73 22.70 

factor de elongación 1 alfa 6.18 2.63 0.49 

 

Tabla 23 Análisis doble delta Ct  

  ΔCt (T2) ΔCt  (T1) Delta Delta 
Ct  

Expresión veces 
el cambio 

Nombre del gen ΔCt T2 ΔCt T1 ΔΔCt 2^-ΔΔCt 

factor de elongación 1 alfa -3.333 -4.353 1.020 0.493 

homólogo del factor 2 de unión al potenciador de la 
interleucina 

-3.09 -4.35 1.26 0.42 

factor activador de plaquetas acetilhidrolasa -3.363 -4.446 1.083 0.472 

dominio Sam y Hd dominio que contiene la proteína 1 1.026 1.435 -0.409 1.328 

familia soluto portador 7 -2.281 -2.959 0.678 0.625 

serina palmitoiltransferasa 1 -3.564 -4.445 0.881 0.543 

ácido graso sintasa 29.538 34.045 -4.507 22.735 
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8. CONCLUSION 

Con el presente estudio se concluye que:  

 

1. Este se considera el primer trabajo a nivel molecular referente a nutrigenómica 

relacionado con el consumo de algas marinas por L. vannamei. 

 

2. No se presentaron diferencias entre los dos tratamientos en ninguno de los 

parámetros zootécnicos evaluados lo cual indica que los resultados de expresión 

de genes fueron debido al consumo del alga y no están sesgados por la cantidad de 

alimento consumido y que solo el consumo de Ulva en un tiempo muy corto (21 

días) modificara su transcriptoma. 

 

3. La mejor plataforma de secuenciación masiva para el transcriptoma diferencial de 

L. vannamei inducido por el consumo o no de Ulva clathrata, fue la plataforma 

Illumina utilizando el secuenciador MiSeq el cual género 3,855,180 lecturas para 

T1 y 2,736,675 para T2 después de pasar los filtros. Las plataformas de Roche 

(tanto en el pirosecuenciador GS Flex 454 como en el pirosecuanciador GS Junior) 

arrojaron para T1: 485,232 y T2: 955,122 lecturas crudas después de pasar los 

filtros las cuales representan un 12.8% y 34.9% respectivamente para cada 

tratamiento, debido a un mal funcionamiento de los equipos. 

 
4. Las bases de datos usadas en el presente estudio permitieron determinar la 

ontología de cada transcrito o unigen los cuales se alinearon con genes de 

artrópodos lo que corrobora un buen ensamblaje, la mayoría de los unigenes son 

similares a los de Daphnia pulex (12%), Tribolium castaneum (6%), Pediculus 

humanus (5%), Branchiostoma floridae (3%), Crassostrea gigas (3%), Ixodes 

scapularis (3%), Nasonia vitripennis (3%), Capitella teleta (3%), seguido de 

Litopenaeus vannamei (3%).  

 
5. Se detectaron genes expresados diferencialmente entre ambas condiciones 

nutricionales (396 transcritos) y el 87% fueron anotados con las diferentes bases 

de datos, se identificaron las rutas metabólicas en las que participan cada unigen y 
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se encontró que la mayoría de ellos se encontraron en las rutas de respuesta 

inmune, metabolismo de lípidos, respuesta al estrés y estímulo y la ruta de los 

procesos de oxidación-reducción. Los genes identificados y / o las rutas 

metabólicas descritas sugieren que el consumo de Ulva modificó los mecanismos 

moleculares involucrados en el sistema inmune del camarón, así como en la 

deposición y el movimiento de diferentes clases de lípidos en los tejidos del 

camarón. 
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