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Los efectos generales que tiene la temperatura sobre los organismos es un tema que se
ha venido estudiando desde hace mucho tiempo. Sin embargo, es muy poca la
informacion que se ha generado del efecto de esta sobre el metabolismo de acidos grasos
(AG) en los organismos marinos. Se cree que la temperatura pudiera llegar a ser un
disparador de los procesos de elongacion y desaturacion de AG al encontrase el
organismo en un estado de estrés por la carencia de estos en su dieta. De ahi que el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la temperatura sobre la sintesis y
acumulacién de AG en juveniles de erizo morado Strongylocentrotus purpuratus y erizo
negro Arbacea incisa. Para ello se realizaron un par de bioensayos de crecimiento con
juveniles de 4.6 y 6.6 mm, respectivamente. Se elaboraron dos dietas las cuales fueron
isoproteicas, isolipidicas y se basaron en los requerimientos de las especies de erizo. La
primer dieta se formul6 con una concentracion estandar de AG del tipo PUFAs y LC-
PUFAs (DC), mientras que en la segunda dieta (DE) fueron restringidos los AG del tipo
LC-PUFAs. Los bioensayos se realizaron en dos sistemas de recirculacion de agua de
mar independientes, uno a 16°C y otro a 20°C. Se realizaron cinco muestreos (Dia 0; 29;
51; 71 y 100), en donde se registro el crecimiento en peso y longitud (mm) de los
organismos y se obtuvieron muestras para realizar los analisis de lipidos; AG y biologia
molecular. En erizo morado después de 100 dias de experimentacidn se registro un
incremento en peso del 360%; una tasa de crecimiento especifico de 1.52 con una
sobrevivencia del 100% con la dieta experimental y a 16°C. En el erizo negro se registro
un crecimiento maximo de 113 %; una tasa de crecimiento especifico de 0.79 con una
sobrevivencia del 100%, con la dieta experimental y 20°C. En lo referente a los AG
encontramos una correspondencia en concentracion de los porcentajes obtenidos en las
dietas con respecto al musculo del organismo. Para el caso del cambio neto encontramos
un aumento importante de los AG C18:1n9 (169.49 pg org™), C18:2n6 (673.52 ug org™)



y C18:3n3 (1,046.00 pg org™); los cuales indirectamente nos hablan de un proceso de
desaturacion por la enzima A6-desaturasa del C18:3n3 al C18:4n3 y una elongacion al
C20:4n3 y por ultimo una desaturacion de este AG para llegar al C20:5n3 con un cambio
neto de 644.57 pg org™. Mientras que para el caso de la ruta de elongacion y
desaturacion de los omega 6 encontramos un aumento importante del C20:4n6 de
1,271.20 ug org™. En el caso del erizo negro encontramos un cambio neto en los AG
precursores como el C18:2n6 (1,408.52 pg org™l); C18:3n3 (2,267.06 pg org™) vy el
C20:4n3 (160.42 pg org™), sin embargo no es muy evidente si este proceso de
desaturacion y elongacion se lleva a cabo y que tan efectivo pudo llegar a ser ya que solo
obtuvimos un cambio neto del AG C20:4n6 de 303.89 pg org™ y de 2.31 ug org™ para el
caso del C22:6n3. Se requiere hacer analisis de biologia molecular para poder
determinar la actividad y expresion de estas enzimas y para poder concluir el grado de
actividad que tuvieron en el metabolismo de los organismos.
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The overall effect temperature has on organisms is an issue that has been studied for a
long time. However, little information has been generated from this effect on the
metabolism of fatty acids (FA) in marine organisms. It is believed that the temperature
could become a trigger processes of elongation and desaturation of FA to would find the
body in a state of stress due to the lack of these in your diet. Hence, the aim of this study
was to evaluate the effect of temperature on the synthesis and accumulation of FA in
juvenile urchin Strongylocentrotus purpuratus purple and black urchin Arbacea incisa.
This is performed a couple of bioassays with juvenile of 4.6 and 6.6 mm, respectively.
Two diets were developed which were isoprotein, isolipid and were based on the
requirements of the species of sea urchin. The first diet was formulated with a standard
concentration of the type PUFAs and LC-PUFAs (DC), while in the second diet (DE)
were restricted the type LC-PUFAs. Bioassays were conducted in two independent
recirculating seawater, one at 16°C and another at 20°C. Five samplings (Day 0, 29, 51,
71 and 100), where record growth in weight and length (mm) of organisms and samples
were obtained for analysis of lipids, FA and molecular biology assays. In purple sea
urchin after 100 days of experimentation was an increase of 360% by weight, specific
growth rate of 1.52 with a 100% survival of the experimental diet and 16°C. The black
sea urchin was recorded maximum growth of 113%, a specific growth rate of 0.79 with a
100% survival with the experimental diet and 20°C. With regard to the FA concentration
found in correspondence of the percentages obtained in the diet relative to the muscle of
the body. In the case of the net change found a significant increase in C18:1n9 (169.49
ug org™t), C18:2n6 (673.52 ng org™) and C18:3n3 (1046.00 pg org™), which we
indirectly speak of a desaturation process for the A6-desaturase enzyme C18:3n3 to
C18:4n3 and an elongation at C20:4n3 and desaturation finally to reach this FA C20:5n3
with a net change of 644.57 pg org™. While in the case of path elongation and



desaturation of the omega 6 we find a significant increase C20:4n6 1,271.20 pg of org™.
For the black sea urchin found a net change in the FA precursors as C18:2n6 (1408.52
ug org™), C18:3n3 (2267.06 pg org™) and C20:4n3 (160.42 pg org™), however it is not
very clear whether this process of desaturation and elongation takes place and how
effective might become as only got a net change of C20:4n6 of 303.89 ug org™ and 2.31
ug org™ in the case of C22:6n3. Analysis is requerid to do molecular biological analysis
to determine the activity and expression of these enzymes and to conclude the activity
level they had in the metabolism of organisms.
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Efecto de la temperatura sobre la sintesis y acumulacion de acidos grasos en juveniles de erizo
morado Strongylocentrotus purpuratus y erizo negro Arbacia incisa

I. INTRODUCCION

Los lipidos son moléculas hidrofobicas por su baja capacidad de mezclarse con el
agua, la mayoria de ellos contienen o se derivan de &cidos grasos y tienen muchas
funciones bioldgicas importantes. Al unirse tres &cidos grasos junto con glicerol a través
de un enlace éster forman los triacilgliceroles los cuales constituyen el deposito de
combustible mas importante en los organismos animales. Otros lipidos, incluyendo
fosfolipidos, glicolipidos y colesterol son constituyentes clave de las membranas
biologicas. Mientras que la menor parte constituyen importantes moléculas de
sefializacion entre y dentro de las células, como es el caso de las hormonas esteroides y

los eicosanoides (Devlin, 2011).

Los lipidos juegan un papel fundamental en la dieta debido a que éstos no son
sintetizados en cantidad y tipo como son necesarios, ademas de que desempefian una
serie de funciones importantes en los organismos vivos. Estas moléculas se pueden
dividir en dos grandes grupos: lipidos no polares (acil glicéridos, esteroles, acidos grasos
libres (no esterificados), ceras, y ésteres) y lipidos polares (fosfo glicéridos, glicosil
glicéridos). Los lipidos polares y esteroles son importantes componentes de la
membrana celular actuando como una barrera selectiva permeable de células vy
organelos. Mantienen funciones especificas en la membrana proporcionando gran
variedad de procesos metabolicos y participan directamente en los eventos de difusion
de la membrana. En cuanto a los lipidos no polares, los triacilgliceroles son importantes
ya que son abundantes productos de almacenamiento y pueden ser facilmente

catabolizados para proporcionar energia metabolica (Gurr et al. 2002).

En los organismos vivos, tal es el caso de los erizos de mar, los lipidos juegan un
papel importante en el crecimiento debido a que son fuente importante de energia, estan
involucrados en importantes funciones fisiologicas (Berdanier, 1992; Bruckner, 1992;
Chapkin, 1992; Hwang, 1992), de reserva energética (Montero Torreiro et al., 1998),

como componentes estructurales de las membranas celulares (Takagi et al, 1980;.
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Efecto de la temperatura sobre la sintesis y acumulacion de acidos grasos en juveniles de erizo
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Voogt, 1982; Ebert, 2001; Marsh y Watts, 2001), precursores de hormonas, vitaminas y
pigmentos (Hwang, 1992; Castell et al., 2004); sustancias esenciales como los
eicosanoides (Hwang, 1992). Los lipidos estan formados por acidos grasos y algunos de

ellos son esenciales, como el linolénico (n-3) y el linoleico (omega 6).

Los lipidos se pueden clasificar en simples y compuestos dependiendo de si los
acidos grasos se encuentran solos (simples) como acidos grasos o triglicéridos, o
combinados con otras moléculas (compuestos) como los fosfolipidos, lipoproteinas,

glucolipidos, etc.

Acidos grasos

Las propiedades fisicas de los &cidos grasos (AG), son en gran medida
determinadas por la longitud y el grado de insaturacién. La longitud de la cadena no
polar va a determinar la hidrosolubilidad del AG, siendo mayor en los de cadena corta y
disminuyendo con el aumento de atomos de carbono en la molécula. Por su grado de
insaturacion, los AG presentan enlaces simples entre los carbonos, los AG
monoinsaturados tienen un doble enlace, mientras que los acidos grasos poliinsaturados
(PUFA’s, por sus siglas en inglés) presentan dos o mas dobles enlaces. EI aumento del
numero de dobles enlaces en los AG permite disminuir su punto de fusion y aumentar la

susceptibilidad a la oxidacion (Nelson y Cox, 2005).

Los AG cumplen una serie de funciones fisiol6gicas importantes. Pueden ser
almacenados como triglicéridos en los tejidos adiposos y producir energia cuando se
degradan a través del proceso de B-oxidacion. También pueden ser esterificados en
fosfolipidos y glicolipidos que son importantes componentes estructurales de las
biomembranas. Por otra parte, en algunas especies los PUFA’s de 18 carbonos pueden
ser elongados y desaturados en cadenas de 20 y 22 carbonos, que pueden ser convertidos

en metabolitos biolégicamente activos llamados eicosanoides (Stryer, 1995).

Jaime Humberto Garcia Chévez 2
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Se consideran &cidos grasos esenciales porque tienen que ser incorporados al
metabolismo mediante la ingesta de alimentos que los contienen (Burr y Burr, 1929;
Lenhinger, 1993; Uauy et al., 1992; Garcia Muriana, 2002). Los acidos grasos esenciales
se utilizan para la sintesis de otros PUFA’s de cadena larga. De esta forma, el cido
linoleico (bioldgicamente inactivo) es el precursor de los acidos grasos de la serie n-6; se
transforma en acido y-linolenico mediante la enzima A6 desaturasa y éste ultimo se
elonga para formar el acido dihomo-y-linolénico, que puede sufrir otra desaturacion y
convertirse en el acidos araquidonico gracias a la A5 desaturasa (Brenner, 1987;
Linscheer y Vergroesen, 1994; Tolonen, 1995). De manera similar, el acido a-linolénico
es el precursor de los acidos grasos de la serie n-3, a partir de él se forman, entre otros,

los acidos eicosapentaenoico y el acido docosahexaenoico. (Burdge y Wootton, 2002).

Procesos de elongacién y desaturacion de acidos grasos

Estos procesos consisten en la adicién de a&tomos de carbono y en la formacién
de dobles enlaces en la cadena carbonada del acido graso. La elongacion se lleva acabo
por enzimas elongasas y es mas eficaz en el caso de los AG insaturados, mientras que el
proceso de desaturacion se realiza por enzimas desaturasas. En tejidos animales existen
las enzimas desaturasas A5, A6 y A9 capaces de incorporar dobles enlaces en las
posiciones 5, 6 y 9 de la cadena carbonada a partir del extremo carboxilo. Por tanto, en
los tejidos animales, al no poder formarse dobles enlaces mas alla del carbono 9, a partir
del extremo carboxilo de los AG, y al ser el sustrato méas corto de la enzima desaturasa
A9 el acido palmitico (C16:0), solo podran formarse, mediante el proceso de
desaturacion, AG con un ndmero minimo de 7 carbonos después del ultimo doble
enlace. Es por ello, que todos los acidos grasos con menos de 7 carbonos después del
ultimo doble enlace a partir del extremo carboxilo (n3 y n6) se hacen esenciales en el
organismo animal y, por tanto, deberan obtenerse a partir de la dieta. En los tejidos
vegetales, sin embargo, existen enzimas desaturasas A9, A12 y Al5, pueden desaturar
mas alla del carbono 9 por lo que pueden ser fuente de acidos grasos esenciales para los

animales (Cook y McMaster, 2002). Mediante el proceso de elongacion y desaturacion
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las enzimas convierten el &cido linoleico en &cido araquidénico (ARA), mientras que el
acido linolénico es convertido en 4acido eicosapentaenoico (EPA) vy acido
docosahexaenoico (DHA). Sin embargo, estos acidos grasos compiten por las mismas
enzimas, con el resultado de que el exceso relativo de acido linoleico promovera la
formacion de acido ARA a expensas de la formacion de &cido EPA y éacido DHA
(Figura 1). De manera parecida, un exceso relativo de &cido linolénico conduce a la
produccién mas alta de EPA y DHA sobre el ARA (Bell et al. 1995a, b).

Oleic acid
(18:1n-9)
Plants & Fungi
Linoleic acid
A6-desaturase -t
y ' 4 . {18:20:0) Plants & Fungi
Animals l/
v-Linolenic acid : a-Linolenic acid
(18:3n-6) (18:3n-3) A6 disitiivase
Animals
Dihomo-y-linolenic acid Stearidonic acid
(20:3n-6) (18:4n-3)
Eicosatetraenoic acid
(20:4n-3)
A5-desaturase | A5-desaturase
Arachidonic acid Eicosapentaenoic acid
(20:4n-6) (20:5n-3)
(24:5n-3)
Ad6-desaturase
(24:6n-3)

Docosahexaenoic acid
(22:6n-3)

Figura 1. Esquema generalizado del metabolismo de &cidos grasos
poliinsaturados de los precursores acido oleico y acido linoleico
(Modificado de Tapiero et al., 2002, Smith., 1989 y Ziboh et al.,
2000).
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Estudios sugieren que los erizos de mar parecen tener la capacidad de elongar y
desaturar acidos grasos. Esta habilidad para sintetizar acidos grasos de cadena larga (LC-
PUFA’s por sus siglas en inglés) a partir de 18:3n3 y 18:2n6 se asocia a la existencia de
la A5 y A6 desaturasas y elongasa. Enzimas que pueden biosintetizar LC-PUFA’s como
EPA (20:5n3), DHA (22:6n3), ARA (20:4n6) (Takagi et al., 1980; Bell et al., 2001;
Castell et al. 2004).

Integridad de las membranas celulares

Las membranas bioldgicas juegan un papel importante en la organizacion
estructural en los organismos vivos. Cambios fisicogquimicos, como la temperatura,
pueden cambiar la fluidez de las membranas. Las células y organismos pueden
remodelar los lipidos de membrana para compensar por cambios perjudiciales en la
fluidez. Los &cidos grasos como integrantes de los fosfolipidos, forman la mayor parte
de los compuestos lipidicos constituyentes de las membranas por lo que la naturaleza de
estos AG determinard las propiedades de estas membranas. Las cadenas de AG
proporcionan el carécter apolar de las membranas y, dependiendo de su longitud de
cadena y de la presencia, el nimero y la posicion de dobles enlaces, proporcionaran una
determinada fluidez, permeabilidad y estabilidad a las mismas (Moyes, 2011).

Entre las diferentes cadenas de AG que forman las membranas celulares existen
uniones; por tanto, al aumentar la longitud de las cadenas aumenta el nimero de uniones
entre éstas, proporcionando una mayor estabilidad a la membrana, manteniendo su
estructura pero, al mismo tiempo, aumentando la rigidez y disminuyendo su solubilidad.
Este aumento de rigidez y disminucién de solubilidad producida por el aumento de la
longitud de los AG es contrarrestado por la presencia de dobles enlaces en su cadena.
Estos generan una carga electronica que hace aumentar la solubilidad y producen un giro
en las cadenas que hace disminuir la interaccion entre éstas, aumentando asi la fluidez de

membrana. Por tanto, la presencia en las membranas celulares de LC-PUFA’s disminuye
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marcadamente su rigidez y permite una adecuada interrelacion de la célula con el medio

que le rodea (Moyes, 2011).

Regulacion de la desaturacion

La mayoria de los &cidos grasos que se encuentran en las membranas bioldgicas
son desaturados con uno a méas dobles enlaces. Las propiedades fisicas de los lipidos de
membrana dependen del numero de dobles enlaces en los acidos grasos que la
constituyen. Los &cidos grasos se sintetizan a partir de &cidos grasos saturados por
desaturasas de acidos grasos que convierten enlaces simples a dobles enlaces. El grado
de desaturacion esta regulado genética y ambientalmente, siendo la temperatura un
critico factor critico ambiental que regula el grado de desaturaciéon. En respuesta a un
decremento en la temperatura, casi todos los organismos poiquilotermos, incluyendo
bacterias, incrementan el nivel de insaturacion manteniendo una apropiada fluidez de los
lipidos de membrana independientemente de la temperatura ambiental (Sakamoto y
Murata, 2002).

1.1. Antecedentes

Las especies de erizos son probablemente los equinodermos méas conocidos y
estudiados en el mundo, ya que son organismos que se establecen en comunidades
cercanas a la costa rocosa y con una base importante en las pesquerias (Rogers-Bennett,
2007).

Particularmente la especie de Strongylocentrotus purpuratus (Stimpson, 1857),
es recolectado extensamente para realizar un sinnimero de investigaciones entre las que
se encuentran las relacionadas con la biologia de la fertilizacion, embriologia y analisis
del genoma (Rogers-Bennett, 2007). Su distribucién a lo largo del océano Pacifico va
desde la Isla de Cedros en Baja California, México; hasta el norte de Cook Inlet, Alaska

(Tegner 2001; Rogers-Bennett, 2007); se distribuyen en estratos rocosos de las zonas
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intermareal y submareal hasta 160 metros de profundidad (Morris et al. 1980; Rogers-
Bennett, 2007), condicidn los hace estar expuestos a un amplio rango de temperatura, el
cual puede ir desde los 5 hasta los 20 °C (Osovitz y Hofmann, 2005). Su alimentacion se
basa principalmente de macroalgas del género Macrocystis, denominadas “Kelp”
(Tegner y Dayton, 1981).

Por su parte, el erizo negro Arbacia incisa (Agassiz, 1863), es una especie
epibentontica de habitos gregarios, formando colonias muy numerosas gque se encuentran
en fondos rocosos en zonas submareales a profundidades de 0 hasta 92 m. (Alvarado y
Cortez, 2009). Se distribuye también a lo largo del Océano Pacifico desde las costas de

Baja California, México hasta el sur de Chile (Herrero-Pérezrul, 2007).

Se reconoce ampliamente que la biogeografia marina estd determinada en gran
medida por los efectos de la temperatura (Murawsky, 1993) y ésta influye en los
patrones de biodiversidad en diversas latitudes (Astorga et al. 2003). Efectos que pueden
ser directos, o indirectos a través de los cambios inducidos térmicamente en la
composicion de la cadena alimenticia o por influencia en la disponibilidad de los
alimentos (Portner et al. 2007).

Los erizos de mar, asi como la mayor parte de los organismos marinos presentan
un rango térmico que estd relacionado con su fenologia (relacion entre los factores
climaticos y ciclos de los seres vivos) y fisiologia (Lorente, et al. 2004), en donde es de
gran importancia los componentes estructurales de la membrana celular. Eddin y Session
(1984) y Hazel (1995) mencionan que la composicién de lipidos en la membrana celular
de estos organismos cambia en respuesta a la temperatura del medio, en donde la
presencia del tipo de los é&cidos grasos en la membrana celular, (Ac. grasos
poliinsaturados de la familia n-3), son muy importantes ya que estos influyen en la
modulacion de la fluidez de membrana a bajas temperaturas en combinacion con otros

componentes de membrana (Glémet et al. 1997; Farkas et al. 2001).
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En teoria, una reduccion en la temperatura deberia reducir la fluidez de la
membrana, al provocar la rigidez de los acidos grasos, lo cual puede llevar a una
disfuncion de la misma. Los lipidos de una membrana bioldgica no sélo requieren de un
cierto grado de rigidez estructural, sino que también deben de ser lo suficientemente
fluidos para permitir el movimiento lateral de los lipidos y proteinas que la constituyen.
Los organismos ectotermos como los erizos de mar, pueden contrarrestar los efectos de
las bajas temperaturas al cambiar la estructura de sus membranas, proceso conocido
como adaptacion homeoviscosa, a traves de cambios en grupos de cabeza de
fosfolipidos, la composicion de acidos grasos y el contenido de colesterol (Sinensky,
1974; Hazel, 1995). Estos mecanismos implican cambios en el grado de insaturacion de
acidos grasos y longitud de la cadena, la proporcion de las clases de fosfolipidos o
glicolipidos, la distribucién de lipidos y en la relacién esterol-fosfolipido (Thompson,
1983).

Por efecto de la temperatura, los organismos pueden mantener la fluidez de la
membrana celular regulando el nimero de dobles enlaces en los acidos grasos de estos
lipidos (Russel, 1984). Cuando la fluidez de los lipidos de membrana se reduce por un
decremento en la temperatura, en organismos como las plantas y las cianobacterias, éstas
responden introduciendo dobles enlaces en los acidos grasos de los lipidos ocasionando
gue la membrana regrese a un estado mas fluido. En este sentido, las desaturasas son
responsables de introducir estos dobles enlaces especificos (Jaworski, 1987; Harwood,
1988).

Dentro de la gran variedad de lipidos se encuentran algunos &acidos grasos que
son esenciales y necesarios para la estructura y fisiologia de los organismos, como los
PUFA’s, linoleico, 18:2n-6, linolénico, 18:3n-3 y ARA, 20:4n-6. La biosintesis de los
PUFA en invertebrados ha sido estudiada y no se encuentra informacion cuantitativa en
sus tasas de formacion. Los PUFA son abundantes en ambientes marinos con acidos
grasos de 16, 18, 20 y 22 carbonos, todos encontrados en diferentes clases de

fitoplancton, mientras que los consumidores primarios y secundarios, €omo
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invertebrados y vertebrados, retienen y concentran los &cidos grasos de 20 y 22 carbonos
(Sargent et al. 1995). Asi, la abundancia de estos &cidos grasos puede enmascarar la

capacidad de biosintesis en los consumidores.

Estudios en algunos invertebrados sugieren que los organismos tienen la
capacidad de elongar y desaturar acidos grasos esenciales Durazo-Beltran et al., (2003)
mencionan que juveniles de abuldn azul Haliotis fulgens tienen la capacidad de elongar
y desaturar acidos grasos de 18:2n6 hasta 22:4n6. Bell et al. (2001) y Castell et al.
(2004), mostraron que juveniles de erizo Psammechinus miliaris y Strongylocentrotus
droebanchiensis tienen la habilidad de elongar y desaturar PUFA’s de las familias n-3 y
n-6 a LC-PUFA’s. Como se menciono anteriormente, la habilidad para la sintesis de
novo de &cidos grasos esenciales de cadena larga a partir de los acidos grasos linolénico
y linoleico esta asociada con las enzimas delta 5 y delta 6, responsables de biosintetizar
LC-PUFA’s tales como el EPA (20:5n3) &cido eicosapentaenoico, DHA (22:6n3) acido
docosahexaenoico y ARA (20:4n6) acido araquidonico (Gonzalez-Duran, 2005). Sin
embargo, no se ha descrito el mecanismo que promueve o dispara el proceso de
acumulacion y/o sintesis de los acidos grasos y se desconoce el tiempo que tardan dichos
organismos en dar una respuesta a los cambios de temperatura. Aunado a esto, los
organismos que se encuentran en el intermareal suelen soportar variaciones de
temperatura de 20 a 30°C y son capaces de regular la fluidez de la membrana en
respuesta de estos cambios de temperatura (Pernet et al. 2007). Asi mismo, estudios
realizados con huevos de erizo morado (Strongylocentrotus purpuratus) la composicion
de AG en la membrana vari6 con la temperatura del océano en eventos como el nifio
(Weaver et al., 2008). En este sentido, surge la necesidad de profundizar en el
conocimiento sobre los aspectos nutricionales y fisioldgicos de los organismos y
determinar si la temperatura favorece la sintesis y/o acumulacion de los &cidos grasos

en la membrana celular.

Con base en lo anterior, el presente estudio ha sido disefiado con la siguiente

hipdtesis y objetivos:

Jaime Humberto Garcia Chévez 9

Universidad Autonoma de Baja California
Facultad de Ciencias Marinas




Efecto de la temperatura sobre la sintesis y acumulacion de acidos grasos en juveniles de erizo
morado Strongylocentrotus purpuratus y erizo negro Arbacia incisa

1.2. Hipdtesis

Si los juveniles de erizo son sometidos a diferentes temperaturas y estos son alimentados
con una dieta restringida en LC-PUFA’s, pero ricos en acidos grasos precursores de LC-
PUFA’s. Entonces estos organismos presentardn mayor o igual concentracion de LC-
PUFA’s en la membrana producto de la sintesis y la conversion de &cidos grasos

esenciales.
1.3. Objetivos
1.3.1. General
Evaluar el efecto de la temperatura en la sintesis y acumulacion de acidos grasos
en juveniles de erizo morado Strongylocentrotus purpuratus y erizo negro Arbacia
incisa alimentados con bajo porcentaje de PUFA’s pero con los precursores para su
sintesis.

1.3.2. Particulares

1. Elaborar una dieta formulada restringiendo la presencia de PUFA’s y una dieta
control con LC-PUFA’s.

2. Conocer el efecto de la temperatura sobre la composicién de acidos grasos en los

juveniles de erizo de mar.
3. Determinar la tasa de crecimiento y sobrevivencia de juveniles de erizo morado

Strongylocentrotus purpuratus y erizo negro Arbacia incisa mantenidos a

diferentes temperaturas.
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4. Evaluar la expresion diferencial de las enzimas involucradas en la sintesis de LC-
PUFA’s al exponer a los juveniles de erizo de mar a diferentes temperaturas y al

restringir los LC-PUFA’s en el alimento.
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Il. METODOLOGIA

Para la realizacion del presente estudio se utilizaron juveniles de erizo morado
Strongylocentrotus purpuratus y erizo negro Arbacia incisa procedentes de un desove
realizado en el laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas (110), Universidad Autonoma de Baja California
(UABC), Ensenada, México.

I1.1. Obtencidn de reproductores

Se obtuvieron cerca de 300 organismos adultos de erizo Morado
Strongylocentrotus purpuratus y 50 organismos adultos de erizo negro Arbacia incisa
de aproximadamente 5 a 7 cm los cuales fueron colectados directamente de la zona
intermareal de Punta Banda, Baja California, México. Una vez recolectados los
organismos estos fueron trasladados al laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo
del 110 en hieleras plasticas que contenian un tercio de volumen de agua del medio y un

poco de macroalgas, esto con la finalidad de disminuir el estrés de los organismos.

11.2. Aclimatacion de los organismos

Una vez en el laboratorio los organismos fueron colocados en camas de fibra de
vidrio con un flujo constante de agua de mar y aireacion. Los organismos se
mantuvieron en estas condiciones por un periodo de 15 dias, con la finalidad de reducir
el estrés y poder verificar la tasa de mortalidad debida a ese factor. Durante este periodo
de tiempo los organismos fueron alimentados ad libitum con macroalgas frescas de la

especie Macrocystis pyrifera, hasta ser inducidos al desove.
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11.3. Induccioén al desove

Una vez acondicionados los organismos, estos fueron inducidos al desove
siguiendo la metodologia propuesta por Strathmann (1987), esta técnica consiste en
inyectar de 2 a 3 mL de una solucion de KCI (0.55M) en la parte oral del organismo. Los
organismos se colocaron con el extremo oral hacia arriba sobre frascos de vidrio de 250
mL con agua de mar filtrada y esterilizada con UV. Una vez obtenidos los cigotos estos
fueron enjuagados con agua de mar filtrada y esterilizada con luz UV y posteriormente
se mantuvieron en recipientes plasticos circulares de 20 L (18 L de volumen dutil) de
agua hasta alcanzar el estadio prisma (cerca de 48 h de ser fertilizados). La temperatura
del agua se mantuvo entre los 16+1 °C y hasta el momento de la aparicion del estadio de
gastrula. Una vez que alcanzaron el estadio prisma, las larvas se extrajeron
cuidadosamente por medio de sifoneo, se cuantificaron y se sembraron a una densidad
de 4 larvas*mL™ en estanques circulares cénicos de fibra de vidrio de 50 litros de
volumen de agua y aireacion continua. El agua utilizada en estos sistemas fue agua de
mar filtrada hasta 1um, con una salinidad de 35%o, una temperatura promedio de 16 £ 1
°C y aireacion constante. Diariamente se realizaron recambios de agua que variaban
entre el 50 y el 100 %. Durante 25 dias los organismos fueron alimentados con la
microalga Rhodomonas sp. (la cual fue proporcionada por el personal del Laboratorio de
Produccion de Microalgas del 110). Al inicio de este periodo se agrego el alimento a
cada uno de los sistemas donde se tenian las larvas, para mantener una densidad de
cultivo de microalgas de aproximadamente 6,000 cel/mL la primer semana, 9,000
cel/mL la segunda semana y 14,000 cel/mL la tercer semana. Una vez que los
organismos llegaron a estadio de competencia, estos fueron inducidos a la metamorfosis
con KCI 100 mM durante 15 minutos (Carpizo-Ituarte et al. 2002) y fueron transferidos
a una tina plastica de 37 L (22 L de volumen util). Estos sistemas se mantuvieron con las
mismas condiciones de temperatura, salinidad y aireacion que las mencionadas en el
sistema anterior. La Unica diferencia es que ya metamorfisadas las post-larvas de erizo
estas se alimentaron manteniendo un biofilm constante de la diatomea bentdnica

Navicula incerta. Una vez que los juveniles de erizo llegaron a una talla promedio de
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56.04 mg en juveniles de erizo morado y 185.54 mg en juveniles de erizo negro, se
realiz6 un cambio de alimentacion a alimento balanceado el cual dur6 15 dias. Una vez
que los organismos se adaptaron a la nueva alimentacién se procedio a dar inicio a la

etapa experimental.

11.4. Dieta control y experimental

Para este experimento, se elaboraron dos dietas isoproteicas e isolipidicas
basadas en los requerimientos del erizo morado (Tabla I). La primera dieta control (DC)
se mantuvo con una concentracion estandar de acidos grasos del tipo PUFA’s y LC-
PUFA’s, especificamente los acidos docohexaenoico (DHA), eicosapentaenoico (EPA)
y araquidonico (ARA). Mientras que para la segunda dieta experimental (DE) se
restringieron los &cidos grasos del tipo LC-PUFA’s, manteniendo una proporcion
adecuada de &cidos grasos del tipo PUFA’s, como oleico (18:1 n-9), linoleico (18:2n-6)
y linolénico (18:3n-3). Ambas dietas se elaboraron en el Laboratorio de Formulacién de
Alimentos del 110, de la UABC siguiendo las recomendaciones propuestas por la Dra.

Maria Teresa Viana Castrillén.

11.5. Bioensayos de crecimiento

La duracion de estos bioensayos fue de 100 dias. Se trabajo con dos sistemas de
recirculacion de agua de mar independientes, cada uno a una temperatura diferente (16 y
20 °C), con dos tratamientos: la dieta Control elaborada con aceite de higado de Bacalao
y la dieta Experimental elaborada con aceite de linaza y maiz y por triplicado. Cada
sistema de recirculacién estuvo compuesto de 6 recipientes plasticos rectangulares de 1L
con capacidad de 600 mL de volumen util y este se definio como la unidad experimental
(Figura 2). En cada unidad experimental se colocaron 10 juveniles de erizo morado
Strongylocentrotus purpuratus e independientemente en otra unidad experimental 5
juveniles de erizo negro Arbacea incisa. Cada unidad experimental fue provista de un

desagiie con un cedazo para evitar el escape de los organismos. El agua de cada unidad
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se colect6 en un contenedor con un desaglie central conectado a una linea de recepcion
de agua, la cual se descargaba en un estanque de compensacion. El agua contenida en el
estanque de compensacion fue impulsada por una bomba sumergible (Quiet One Modelo
4000) que impulsaba un flujo de agua a través de un filtro biologico del tipo Bead Filter
de ¥4 ft® de capacidad. Una vez que el agua pasé por el biofiltro ésta fue irradiada con un
filtro de luz ultra-violeta (Turbo-Twist 3x, UV Sterilizer). Cada sistema experimental se
abastecio con agua de mar filtrada hasta 1 um. Se mantuvo un flujo de aire constante y
un fotoperiodo de 12 horas luz por 12 horas de oscuridad. Los juveniles se alimentaron a

saciedad una vez por dia con las dietas formuladas.

Tabla 1. Relacion y porcentaje de ingredientes utilizados para la
elaboracion de la dieta control (DC) y la dieta experimental (DE),
asi como su composicion bioquimica teorica.

% en las Dietas

Control  Experimental

Ingredientes

Harina de pescado desengrasada 24.5 245
Harina de Soya 6.5 6.5
Harina de Macrocystis 4 4
Aceite de Higado de Bacalao 9.3
Aceite de Maiz/Linaza 9.3
*Premezcla de vitaminas y minerales 4 4
**Minerales extra 2 2
Gelatina 6 6
Tocoferol 0.9 0.9
BHT 0.1 0.1
Colesterol 1 1
Maizena 41.7 41.78
Proteinas 32.05 32.05
Lipidos 9.94 9.94
Carbohidratos 37.08 37.08
***Requerimientos de erizo %

Proteinas 32

Lipidos 9.82

Carbohidratos 37.5

*Premezcla de vitaminas y minerales para peces tropicales de engorda DSM

**Mezcla 2:1 de Carbonato de Calcio y Fosfato de Sodio por cada 1,000 g de dieta: 33.33g CaCog;

16669 NaHQPO4

***Dieta para erizo de mar Wenger International, Kansas City, Missouri, USA. Hofer 2002.
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Figura 2. Sistema experimental de juveniles de erizo.

Diariamente se limpiaron cada una de las unidades experimentales retirando los
restos de alimento y las heces. Para cada unidad experimental, diariamente se registro la
sobrevivencia, la temperatura del agua, el oxigeno disuelto y la salinidad. Semanalmente
se llevd un monitoreo del pH, la concentracion de amonio, nitritos, nitratos y la
alcalinidad. A lo largo del tiempo que dur6 el bioensayo de crecimiento se realizaron
cinco muestreos iniciando el dia 0 (25-Marzo); 29 (22-Abril); 51 (14-Mayo); 71 (3-
Junio) y 100 (2-Julio del 2011). En cada uno de los muestreos se registrd el crecimiento
en peso Yy longitud (mm) de cada uno de los organismos. En cada una de las biometrias
se colectaron dos juveniles de erizo morado y dos juveniles de erizo negro al inicio y al
final del experimento de cada una de las unidades experimentales; los cuales fueron
colocados individualmente en un tubo Eppendorf de 1.9 mL previamente etiquetado y se

almacenaron en un criocongelador a -80 °C para su posterior analisis en laboratorio.

11.6. Indices Bioldgicos

11.6.1. Crecimiento en peso (g) y longitud (mm)

Los juveniles de erizo se colocaron en papel secante con el fin de retirar el

exceso de agua y posteriormente se pesaron en una balanza analitica (0.1 mg de
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precision) Sartorius CP224S. La medicion de talla (mm) se realizd con un vernier
ULTRA-CAL MARK IV de 0.01 mm de precision.

11.6.2. Consumo de alimento

El consumo de alimento de los juveniles de erizo fue estimado durante 7 dias
antes de cada una de las fechas de muestreo, con el fin de evitar que el estrés en los
organismos provocado por la misma biometria diera un consumo menor al observado.
Los calculos de consumo se realizaron de acuerdo a lo reportado por Guzman y Viana
(1998) siguiendo la siguiente ecuacion:

F=[(G/100)-R]-%P ......ccovviiiiiiiin, ecuacion (1)
En donde:
F representa el consumo,
G la cantidad del alimento ofrecido,
P la pérdida de materia organica en dietas formuladas, después 24 horas
de estar sumergidas en el agua
R es la cantidad de dieta remanente después del consumo.

11.6.3. Ganancia en peso (porcentaje)

Para determinar la ganancia de peso diaria, todos los juveniles de erizo de cada
unidad experimental se pesaron al inicio y al final de cada fecha de muestreo y se

calcul6 de la siguiente manera:

GP=[(PF-=PD/PI]x100 .........ceevnnennn. (ecuacion 2)
En donde:

GP = Ganancia en peso

PF = Peso Final,

Pl = Peso inicial,
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11.6.4. Tasa de crecimiento especifica (TCE)
La tasa de crecimiento especifica (TCE; % dia) se calculo de la siguiente manera:

TCE=[(INPF-InPI)/T]I X100 ......cevvirininnnn.. (ecuacion 3)
En donde:
TCE = Tasa de crecimiento especifica,
In PF = Logaritmo natural de peso final,
In P1 = Logaritmo natural del peso inicial,

T = NUmero de dias
11.6.5. Cambio neto

Se realizaron los calculos del cambio neto para conocer la acumulacion o
reduccion por individuo de cada AG siguiendo la metodologia descrita por Viana et al.,
(2007a). El cambio neto (ug™ de AG / organismo) se obtuvo al calcular la diferencia
entre la cantidad de cada acido graso (mg AG/erizo) en el peso total al final del
experimento menos la cantidad total por individuo de este mismo éacido graso al inicio
del experimento. El célculo consistié en multiplicar el contenido en porcentaje por el

peso promedio de tejido por individuo.
11.6.6. Analisis proximales

Los analisis proximales de las dietas control y experimental se realizaron
siguiendo el protocolo estdndar propuesto por la Asociacion Oficial de Quimicos
Analiticos AOAC; por sus siglas en ingles (1990). El porcentaje de humedad se
determind por medio de gravimetria con el secado de una cantidad dada de muestra por
triplicado en estufa a 60°C por un periodo de 24 horas (idealmente mas de dos gramos).
El contenido de ceniza se estimd al calcinar las muestras de alimento a 550°C por un

periodo de 4 horas. La proteina cruda se llevé a cabo con la determinacion del nitrégeno
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total por el método micro-Kjeldhal (AOAC, 1995) y la proteina cruda total se calculd
como %N multiplicado por el factor 6.25. El extracto etéreo o grasa cruda se determino
por el método Soxhlet utilizando éter de petréleo como disolvente durante un periodo de

5 horas.

11.6.7. Extraccion de lipidos totales en juveniles de erizo

Se colocd un erizo en vial &mbar previamente pesado y se agregé 1.5 mL de
solucion de extraccion 2:1 de diclorometano-metanol, 50 uL de BHT al 1% y se macero
con un homogeneizador de tejidos TissueeTearor™ Digital Readout/Variable Speed
Biospec Products, Inc. Ya homogenizado, se dejo en reposo durante la noche. Al dia
siguiente el homogenizado se agitdé y centrifug6 a 3,000 rpm por 10 min a una
temperatura de 4 °C. El sobrenadante se recuper6 en otro vial ambar previamente
pesado. A la solucidn de extraccién se le adicion6 1 mL de agua desionizada y una gota
de &cido clorhidrico 0.6N, nuevamente se centrifugd a 3,000 rpm por periodo de 2 min a
4 °C de temperatura. Esto con el fin de retirar el sobrenadante. Posteriormente el
sobrenadante es evaporado con nitrégeno, dejando los lipidos presentes en la muestra.
Se determind el peso del vial con los lipidos y se calculé el contenido de lipidos totales
por diferencia de peso con respecto al peso inicial de acuerdo con el método descrito por
Folch et al. (1957).

11.6.8. Determinacion de acidos grasos

Una vez que se extrajeron los lipidos totales, se inicid con el proceso de
saponificacion el cual consistio en agregar una solucién de 0.3N de KOH metandlica al
90% a la muestra seca obtenida en la extraccion de lipidos totales. Solucion metandlica
se dejo en un bafio Maria a 80 °C por 1 hora. Posteriormente se elimino la capa de
hexano y se acidifico con HCI al 6N. La metilacion se realizd agregando 300 pL de
Trifluoruro de Boro (BF3) al 14% en metanol (Sigma B1252) en bafio maria a 60 °C por
15 min. Posteriormente las muestras se lavaron con hexano y agua destilada, se descartd
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la fase de agua y se dejd la fase con hexano que contenia los acidos grasos. La muestra
se seco nuevamente con nitrégeno y se almacen¢ a -20 °C para su posterior anélisis en
el cromatdgrafo de gases. Los metil esteres de acidos grasos se analizaron mediante
cromatografia capilar de gases (Agilent GC6850) con una columna (DB-23, Model No.
Agilent 122-2362E, 60 m x 250 um x 25.0 um nominal). Como gas transportador se
utilizé nitrégeno a un flujo de (0.7 mL/min), se utiliz6 1 pL de volumen de inyeccion,
con un Split de 50:1. La temperatura inicial fue de 130 °C por 1 min, despues se llevé a
170 °C a una tasa de 6.5 °C/min hasta llegar a 215 °C a una tasa de 2.75 °C/min y se
mantuvo asi por 12 min posteriormente se aument6 a 230 °C a una tasa de 40 °C/min.
Los acidos grasos se identificaron y cuantificaron por comparacién con estandares de
aceites como el FAME mix 37 (Supelco®, Sigma-Aldrich Co.). Los calculos se
efectuaron mediante el software HP Chemstation Data Analisis Application Model
G1701EA E.02.00.493 para Windows. Se utiliz6 el porcentaje de cada acido graso

presente en el cromatograma.
11.6.9. Analisis de expresion de genes
11.6.9.1. Disefio de oligos

El disefio de los oligos para la cuantificacion con SYBR® Green se realiz6
utilizando la plataforma informatica Primer Express 3.0 (Applied Biosystems). Se utilizo
el programa ClustalW?2 2.1- Multiple Sequence Alignment para cada uno de los genes de
interés, se alinearon independientemente las secuencias de las regiones A6 desaturasa
(Numero de acceso: LOC581114), AS desaturasa (Numero de acceso: LOC57833) y de
la elongasa (NUmero de acceso: LOC584065) todas éstas obtenidas para el erizo morado
Strongylocentrotus purpuratus del GenBank por el Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI). Se comparo la secuencia de cada gen se compar0 entre diversas
especies, de esta forma se identificaron regiones conservadas entre ellas, sobre las cuales

se disefiaron los oligos.

Jaime Humberto Garcia Chévez 20

Universidad Autonoma de Baja California
Facultad de Ciencias Marinas




Efecto de la temperatura sobre la sintesis y acumulacion de acidos grasos en juveniles de erizo
morado Strongylocentrotus purpuratus y erizo negro Arbacia incisa

11.6.9.2. Extraccion de RNA

Por cada muestreo se tomé un erizo por unidad experimental y se coloc6 dentro
de un tubo de 1.5 mL libre de RNAsas, DNAsa y pirdgenos. Para cada muestra se utilizé
1mL de TRI Reagent® Solution (Applied Biosystem) por cada 50-100 mg de tejido, el
cual fue homogeneizado con un pistilo esterilizado. Una vez homogeneizado se
centrifug6 a 12,000 x g por 10 min a 4 °C para recuperar el sobrenadante en otro tubo de
1.6 mL libre de RNAsas, DNAsa y pirdgenos este sobrenadante se incub6 por 5 min.
Posteriormente se agregd 0.2 mL de cloroformo por mL de TRI Reagent® Solution
utilizado previamente, se agitd vigorosamente por 15 segundos y se incub6 a
temperatura ambiente por 3 min. Nuevamente se centrifug6 a 12,000 x g por 15 min a 4
°C, se recupero el sobrenadante conteniendo el RNA y se colocé en otro tubo de 1.6 mL
libre de RNAsas, DNAsa y pirdgenos. Se precipito el RNA con 0.5mL de alcohol
isopropilico por mL de TRI Reagent® Solution, se agité levemente y se incubo la
muestra a temperatura ambiente por 10 min. La muestra se centrifug6 a 12,000 x g por
10 min y se extrajo a 4 °C el sobrenadante sin retirar la pastilla formada (RNA) en el
fondo para lavar con 1mL de Etanol al 75% por mL de solucion TRI Reagent®. Una vez
lavada la pastilla de ARN se centrifugd nuevamente a 7,500 x g por 5 min a 4 °C, para
después remover el Etanol y se dejo hiumedo el RNA. Por altimo se disolvié el RNA en
30 puL de agua inyectable. Una vez extraido el RNA de las muestras, la cantidad (ng/pL)
se determind a 260 nandémetros (nm) con ayuda de un espectofotémetro Nanodrop® y
considerando la pureza con la relacion “?°°/a,g, considerando un rango 6ptimo de este

indice entre 1.8 y 2.2.
11.6.9.3. Sintesis de cDNA

Se realizo la transcripcion reversa (cDNA) con el kit High Capacity RNA a
cDNA™ Master Mix (Applied Biosystems) calculando el volumen por reaccién total a
20 pL. Las condiciones en el termociclador fueron las siguientes: desnaturalizacion a 94

°C por 2 min seguido por 30 ciclos con desnaturalizacion a 94 °C x 30 seg, la

Jaime Humberto Garcia Chévez 21

Universidad Autonoma de Baja California
Facultad de Ciencias Marinas



Efecto de la temperatura sobre la sintesis y acumulacion de acidos grasos en juveniles de erizo
morado Strongylocentrotus purpuratus y erizo negro Arbacia incisa

reincorporacion y extension a 60 °C x 30 seg, y 72 °C x 1 min con una extension final a
72 °C X 7 min.

11.6.9.4. Ensayos de PCR

La reaccion se realizé con el kit Tag PCR Core de QIAGEN. Se utilizé un
volumen final de 25 pL, conteniendo: Taq DNA polimerasa 5 U/ uL, Amortiguador de
carga PCR Coral 10X, dNTP Mix 10mM, MgCl,, oligonucleétidos 10 uM, lug de
cDNA vy agua inyectable. Esta reaccion fue sometida al siguiente programa en un
termociclador ESCO modelo SWT-MIP-0.2-2: desnaturalizacion 92°C por 4 min
seguido por 35 ciclos con desnaturalizacion a 92°C por 20 s, para el alineamiento se
probaron diferentes temperaturas (60°C, 50°C 53°C y 55°C) y para la extension a 60°C
por 30 s, extension 72°C por 20 s con una extension final a 72°C por 10 min. Como
control negativo se utilizé la misma reaccién pero con la adicion de agua inyectable en
reemplazo del cDNA. Una vez terminada la reaccion se tomo una alicuota de 10 pL de
la reaccién de PCR fue visualizada en geles de agarosa al 2% tefiidos con SYBR® Gold

nucleic acid gel stain.

11.7. Analisis estadistico

Se aplico un analisis de una via para determinar las diferencias entre los indices
bioldgicos de cada tratamiento (Diametro, Peso, TEC, etc.) y un analisis dos vias para
determinar las diferencias e interaccion entre los porcentajes de acidos grasos entre los
distintos tratamientos (ANOVA). Se empled la prueba de rangos multiples de “Tukey”
para ponderar las diferencias entre los tratamientos experimentales. Se consideré un
95% de confianza para determinar diferencias significativas (P<0.05) (Zar, 2010). Todas

las pruebas estadisticas se realizaron con el programa SIGMA STAT”® version 3.5.
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I11. RESULTADOS

I11.1. Dieta control y experimental

La composicion proximal de las dietas formuladas, indicé que fueron similares
en contenidos de lipidos y proteinas con valores aproximados de 9.9% y 36%,
respectivamente (Tabla Il). EI perfil de &cidos grasos en la dieta control, reflejo la
inclusion del aceite de pescado con un mayor porcentaje de PUFA’s del tipo EPA, DPA
y DHA con valores de 1.4, 2.9 y 9.1%, respectivamente. Mientras que en la dieta
experimental, esta reflejo la inclusion de los aceites vegetales en la dietas con una mayor
porcentaje de acidos grasos de tipo oleico, linoleico y a-linolenico con valores de 20.2,
25.1'y 37.3% respectivamente (Tabla IlI).

Tabla Il. Valores promedio y desviacion estandar (+ DE) de la
composicién proximal de las dietas experimentales
formuladas para juveniles de erizo de mar.

Tratamientos

Control Experimental
* Lipidos totales (%) 9.98 +0.80 9.91+0.25
* Proteina cruda (%) 36.63 + 0.89 36.96 + 0.80
* Cenizas (%) 7.90 £0.03 7.77 £0.05
* Humedad 2.29 +0.06 1.85+0.06
*ELN 43.20+0.74 4351 +0.13
** Fstabilidad en el agua 69.00+3.70 7173 +7.62

* Calculos en base a peso seco
**Después de 24 horas de inmersion en el agua
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Tabla I11. Valores en porcentaje total de los acidos grasos encontrados en las dietas e
ingredientes utilizados en la elaboracion de las dietas experimentales.

Dieta Ingredientes
Acidos grasos . H.
Control  Experimental HTD Soya AHB AL AM

C14:0 3.43 0.17 0.52 6.33 0.10
C15:0 0.28 0.39

C16:0 18.17 8.26 15.11 11.00 1347 4.86 11.36
C16:1n7 441 0.35 1.98 733 0.13 0.15
C18:0 6.51 3.68 11.67 4.10 2.11

C18:1n9 16.28 20.15 9.30 22.00 18.66 16.08 0.46
C18:2n6 11.60 25.06 0.75 54.00 4.33 59.15
C18:3n6 7.50

C18:3n3 1.42 37.33 0.24 194 5885 1.15
C18:4n3 0.34 2.20

C20:2n6

C20:3n6

C20:4n6 1.40 0.38 4.56 0.51

C20:3n3 0.31 0.25 1.36

C20:5n3 2.91 0.36 4.03 8.70

22:5n3 2.76 0.42 4.96 2.15

C22:6n3 9.11 1.32 17.47 11.89

> Saturados 31.26 12.10 2729 1510 2230 496 11.36
Yinsaturados 50.04 85.40 4353 8350 59.06 75.06 60.91
> MUFAs 22.09 20.50 11.28 22.00 2599 16.22 0.61
> PUFAs 27.95 64.90 32.25 6150 33.08 58.85 60.30
> EPAyDHA  10.16 1.72 2150 0.00 2059 0.00 0.00
n-3/n-6 1.14 1.55 508 0.00 584 0.00 0.02

HTD: harina de tiburén desengrasada
AHB: aceite higado de Bacalao

AL: aceite de Linaza

AM: aceite de Maiz
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111.2. Erizo morado (Strongylocentrotus purpuratus)

111.2.1. indices Biol6gicos

La longitud de los juveniles de erizo morado fue similar al inicio del experimento
(P>0.05). EI promedio inicial fue de 4.5 £ 1.2 mm de didmetro de la testa. Cien dias
después, el mayor crecimiento observado fue de 8.2 + 1.2 mm en los organismos
mantenidos a 16°C y alimentados con las dietas experimental (DE) y 7.9 £ 1.3 mm para
los alimentados con la dieta control (DC) (P<0.05) en comparacién con los organismos
mantenidos a 20°C y alimentados con la dieta control 6.7 £ 2.1 mm y 6.6 + 1.5 mm para

los alimentados con la dieta DE (Tabla I1V).

El peso himedo en todos los tratamientos fue similar (P>0.05) al inicio del
experimento (Figura 3). Al final del bioensayo la mayor incorporacion de biomasa se
presento en los organismos mantenidos a 16°C y alimentados con la DE y DC (235.5 +
78.0 y 214.5 £ 60.6 mg) en comparacion con los organismos mantenidos a 20°C (143.4
+82.0 y 137.0 + 80.6 mg; P<0.05) (Tabla 1V).

El incremento total en peso fue significativamente mayor (P<0.05) en los
organismos mantenidos a 16°C y alimentados con la DE y DC (183.6 + 93.9 y 162.3 +
81.9 mg) comparado con los mantenidos a 20°C (83.9 + 44.7 y 76.1 £+ 38.11 mg; P<0.05)
(Tabla IV).

Los erizos mantenidos a 16°C y alimentados tanto con la DE y la DC presentaron
una mayor ganancia de peso (359.6 £ 92.9 y 315.9 + 62.00%) en comparacion a los
mantenidos a 20°C (138.3 + 38.1y 125.9 + 7.5%; P<0.05) (Tabla IV).

No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en el consumo de alimento.

Los organismos mantenidos a 20°C con un peso de 1.3 £ 0.7 mg para ladietaDEy 1.2 +
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0.9 para la dieta DC mientras que en juveniles de erizo morado a 16°C fue de 1.2 £ 0.7
para la dieta DE y 1.2 + 0.5 mg para la dieta DC (Tabla IV).

Las tasas de crecimiento especifica (TCE) (Figura 4) en organismos alimentados
con las dietas DE y DC a 16°C (1.5 + 0.8 y 1.4 = 0.7%) fueron significativamente
mayores a la obtenida con los organismos mantenidos a 20°C (0.9 £ 0.5 y 0.8 = 0.4%j;
P<0.05) (Tabla IV).

La sobrevivencia alcanz6 valores de 94.4 + 9.6 y 100.0 + 0.0% para todos los

tratamientos y no se encontraron diferencias significativas entre ellos (Tabla V).

300
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Figura 3. Crecimiento en peso de juveniles de erizo morado
Strongylocentrotus purpuratus
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Figura 4. Tasa de crecimiento especifica en juveniles de erizo morado
Strongylocentrotus purpuratus.
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Tabla IV. indices bioldgicos de juveniles de erizo morado Strongylocentrotus purpuratus mantenidos a dos diferentes temperaturas
y alimentados con dos diferentes dietas formuladas.

Tratamientos Anova P

DC-20°C DE-20°C DC-16°C DE-16°C D T DxT
Diametro inicial (mm) 4.67+1.28 462 +1.30 441 +1.23 4.38+1.18 0.875 0.283 0.949
Diametro final (mm) 6.65 + 2.06° 6.60 + 1.49° 7.90 +1.31° 8.21+1.17° 0.746 <0.001 0.660
Peso inicial (mg) 60.59 + 48.06 59.45 + 46.21 52.23 +37.31 51.89 +40.31 0926 0.315 0.960
Peso final (mg) 137.02 + 80.55° 143.37 +82.03* 214.52 +60.64" 235.50 + 77.98" 0.450 <0.001 0.685
Incremento total (mg)  76.09 + 38.11° 83.92 +44.73°  162.30 +81.93" 183.61 + 93.93° 0.175 <0.001 0.511
Peso ganado (%) 125.87 + 7.46°  138.26 +38.09° 315.88+61.97° 359.60 + 92.94 0.435 <0.001 0.659
Consumo de alimento 1.23 +0.87 1.28 +0.70 1.22+ 0.50 1.23+0.70 0.876 0.86 0.929
TCE (%) 0.81 +0.41° 0.88 + 0.46° 1.42 +0.72° 1.52 +0.78" 0.388 <0.001 0.086
Sobrevivencia (%) 94.44 100 100 100

Diferentes letras indican diferencias significativas (P<0.05). Valores dados como promedio + D. E.

DC-= Dieta control con concentracion estndar de &cidos grasos PUFA’s y LC-PUFA’s.

DE= Dieta experimental restringida en &cidos grasos del tipo LC-PUFA"s manteniendo una proporcion de &cidos grasos del tipo PUFA’s (oleico, linoleico y
linolénico).
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111.2.2. Perfil de &cidos grasos erizo morado

En cuanto al perfil de &cidos grasos en los organismos juveniles de erizo morado
al final de los 100 dias experimentales, el &cido oleico (C18:1n9) present6 un porcentaje
inicial de 14.0 + 0.8%, mostrando diferencias significativas entre las dietas, temperatura
(P<0.005) y su interaccion (P<0.010). Los organismos mantenidos con DC-16°C
presentaron mayor porcentaje (7.7 = 0.4%) comparado con todos los tratamientos. Los
erizos mantenidos a 16 y 20°C y alimentados con la dieta experimental (DE) presentaron
menor porcentaje (4.8 + 0.8 y 4.7 + 0.3%) que los organismos alimentados con la DC
pero tuvieron mayor porcentaje que los mantenidos a 20 °C y alimentados con la DC
(4.6 £ 0.3%) (Tabla V).

Al inicio, los organismos presentaron 6.3 £ 0.5% de &cido linoleico (C18:2n6), al
final del experimento los organismos alimentados con la DE y mantenidos a 16°C y 20
°C presentaron mayor porcentaje (6.6 = 0.1 y 6.6 + 0.8; P<0.05) que los organismos
alimentados con la DC (35 £ 0.6 y 2.8 + 1.0%) y mantenidos a 16 y 20 °C
respectivamente (Tabla V).

No se encontro el acido y-linolenico (C18:3n6) en los organismos al inicio y en
organismos alimentados con la DE al final de los 100 dias experimentales. En cambio en
los organismos alimentados con la DC y mantenidos a 16 y 20 °C se presentd un
porcentaje de 0.1 £ 0.0 y 0.1 + 0.0%, respectivamente (Tabla V).

El &cido eicosadienoico (C20:2n6) no se detectd en erizos al inicio del
experimento, sin embargo, al final del experimento los organismos presentaron un
porcentaje de 4.8 £ 1.4% en la DC a 20°C, 4.7 + 0.8% en la DE a 16°C, 45+ 0.1 en la
DE a 20°C y 4.1 £ 0.4% en la DE a 16°C, sin existir diferencias significativas (P>0.05)
(Tabla V).
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El &cido dihomo-y-linolenico (C20:3n6) presentd un porcentaje inicial de 0.6
0.0 y al termino del experimento los organismos alimentados con la DE a 20 y 16°C
presentaron un porcentaje significativamente mayor (1.0 + 0.2 y 0.9 + 0.2%; P<0.05
respectivamente) que los alimentados con la DC y mantenidos a 16 y 20°C (0.6 £ 0.1y
0.5 + 0.0%, respectivamente) (Tabla V).

El &cido araquiddnico (C20:4n6) al inicio del periodo experimental se detectd un
contenido de 6.1 £ 1.3 %, mientras que al final del experimento los erizos alimentados
con la DE y mantenidos a 20 y 16°C presentaron un porcentaje significativamente mayor
(13.6 £ 1.8 y 12.6 £ 1.9%; P<0.05 respectivamente) que los organismos alimentados
con la DC y mantenidos a 16 y 20°C (9.3 £ 1.0 y 7.9 + 0.6%, respectivamente) (Tabla
V).

En cuanto al acido a-linolenico (C18:3n3), al inicio del experimento los erizos
presentaron un porcentaje de 1.2 + 0.5. Sin embargo, al final de los 100 dias
experimentales, los organismos alimentados con la DC y mantenidos a 16 y 20°C
presentaron un porcentaje significativamente menor (1.1 + 0.4 y 0.8 = 0.3%; P<0.05)
que los alimentados con la DE y mantenidos a 16 y 20°C (9.4 + 1.8 y 8.4 + 0.2%,
respectivamente) (Tabla V).

El &cido estearidonico (C18:4n3) presentd 0.3 + 0.1 % al inicio del experimento,
mientras que al final del experimento solo se detectd en los erizos alimentados con la
dieta DC-16°C (0.3 £ 0.1%) y DC-20°C (0.3 £ 0.1%) (Tabla V).

En cuanto al &cido eicosatrienoico (C20:3n3), no se detecté al inicio del
experimento. Sin embargo, en los organismos alimentados con la dieta DC mantenidos a
16°C (0.6 £ 0.1%) y 20°C (0.6 £ 0.1%) se detect6 un menor porcentaje (P<0.05) que los
organismos alimentados con la dieta experimental (DE) a 20 (2.45 + 0.4%) y 16°C (2.4
+ 0.2%) (Tabla V).
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Al inicio del experimento no se encontrd el &cido eicosatetraenoico (ETA)
C20:4n3 pero al final del experimento sol6 se encontrd en los juveniles alimentados con
la DE-20°C (0.5 + 0.1%) y DE-16°C (0.6 + 0.1%) (Tabla V).

El 4cido eicosapentaenoico (EPA; C20:5n3) se detectd en 4.2 + 0.5 % al inicio
del experimento, mientras que al final se presentaron diferencias entre los tratamientos
de dietas (<0.001) y temperatura (P<0.05). Los erizos alimentados con la DC-16°C (9.0
+ 0.3%) y DC-20°C (8.1 + 0.6%) con respecto a los organismos alimentados con la dieta
DE-16°C (7.1 + 0.6%) y DE-20°C (6.4 + 0.2%) (Tabla V).

En los organismos iniciales se registré un nivel de 0.5 £ 0.3% del acido
docosapentaenoico (DPA; C22:5n3), mientras que al final se registraron diferencias
entre los organismos alimentados con la DC (1.4 £ 0.1%) a 16°C y (1.1 £ 0.4%) a 20°C
un mayor porcentaje (P<0.05) que los organismos alimentados con la DE (0.5 + 0.2%) a
20°Cy (0.4 £ 0.0%) a 16°C (Tabla V).

Al inicio del experimento se detect6 2.5 + 0.7% del acido docosahexaenoico
(DHA; C22:6n3), mientras que al final los organismos alimentados con la DE se
presentd un menor porcentaje (P<0.05) (1.6 + 0.4%) a 20°C y (1.5 + 0.1%) a 16°C que
los organismos alimentados con la DC-20°C (3.7 £ 0.9%) y DC-16°C (4.5 = 0.2%)
(Tabla V).
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Tabla V. Perfil de acidos grasos de juveniles de erizo morado Strogylocentrotus purpuratus mantenidos a dos diferentes
temperaturas y alimentados con dos diferentes dietas formuladas.

Acidos grasos Inicial Final Anova P
DC-20°C DE-20°C DC-16°C DE-16°C D T D x
C14:0 2590+031 6.37+051° 452+034* 6.16+0.18° 6.21+0.51° 0.010 0.023 0.007
C15:0 0.60+0.18 0.37+0.00° 0.31+0.04° 0.30+0.01° 0.25+0.04% 0.017 0.006 0.864
C16:0 17.30+1.01 10.92+0.94° 963+0.70° 10.11+0.21° 8.68 +0.35° 0.005 0.041 0.847
C16:1n7 365+0.76 220+0.28° 1.06+0.20° 250+0.24°  0.94 +0.05° <0.001 0.472 0.128
C18:0 355+1.03 350 +0.22°° 3.75+0.26° 3.16+0.15® 3.32+0.09%® 0.104 0.009 0.722
C18:1n9 13.97+0.81 458+0.26%° 4.67+026® 7.65+0.38 476+0.79° 0.012 0.008 0.010
C18:2n6 6.29+0.47 275+0095° 658+0.82° 354+060° 6.61+0.13° <0.001 0.398 0.425
C18:3n6 0.12 +0.03 0.13+0.01 0.908 0.908 0.908
C18:3n3 1.19+047 075+0.33% 843+03° 1.10+0.40° 9.38+1.76" <0.001 0.258 0.588
C18:4n3 0.29 + 0.06 0.29+0.13 0.32+0.05 0.656 0.656 0.656
C20:2n6 482 +1.37 4.51 +0.09 4.74 +0.76 4.14 + 0.40 0.360 0.638 0.766
C20:3n6 0.64+004  056+003 1.04+0.16° 0.61+0.07%* 0.93+0.15° <0.001 0.704 0.298
C20:4n6 6.09+125 925+1.04° 1355+1.75° 7.94+055 12.61+1.93" <0.001 0.210 0.827
C20:3n3 0.55+0.05° 2.45+0.36° 0.58+0.09° 2.38+0.17° <0.001 0.903 0.685
C20:4n3 0.47 +0.08 0.64 +0.08 0.051
C20:5n3 424+054 813+057 636+022° 895+0.34° 7.11+057° <0.001 0.016 0.901
C22:5n3 053+0.29 1.13+037° 046+0.15% 1.38+0.09° 0.44+0.01° <0.001 0.366 0.293
C22:6n3 245+0.72 366+0.89° 160+0.35 451+0.24° 1.51+0.08° <0.001 0.224 0.135
Y Saturados  21.96+5.13 21.16+066 1887+1.61 19.73+0.11 18.46 +0.74
S Insaturados 35.84+10.73 39.78+3.41 51.21+214 4329+209 51.47+153
> MUFAs 14.71+579  7.91+224 6.25 + 1.09 9.49 + 1.38 5.70 + 0.84
> PUFAs 21.14+539 31.87+1.19 4496+163 33.80+124 45.77+0.98
SEPAyDHA 7.95+282 11.79+146 7.96+0.14 13.46+048  8.62+0.58
n-3/n-6 0.83+0.13 0.84 +0.20 0.75+0.05 1.00 + 0.09 0.84 + 0.09

Diferentes letras indican diferencias significativas (P<0.05). Valores dados como promedio + D. E.

DC-= Dieta control con concentracidon estdndar de &cidos grasos PUFA’s y LC-PUFA’s.

DE= Dieta experimental restringida en acidos grasos del tipo LC-PUFA’s manteniendo una proporcion de acidos grasos del tipo PUFA"s (oleico,
linoleico y linolénico).
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111.2.3. Cambio neto de acidos grasos en erizo morado

El cambio neto (final-inicial) en cantidad de microgramos de acidos grasos por
juvenil de erizo morado se presentan en la tabla VI. EI cambio neto en el AG C18:1n9,
C18:2n6 y C18:3n3 en los juveniles alimentados con los tratamientos DC y DE
mostraron acumulacion. ElI C18:1n9 en la DC-16°C y DE-16°C (362.4 y 169.5 png,
respectivamente) mostraron una mayor acumulacién con respecto a los tratamientos
DC-20°C y DE-20°C (34.9 y 16.5 ug, respectivamente). La mayor acumulacién del AG
C18:2n6 y C18:3n3 se presentd en la DE-16°C (673.5 y 1046.1 pg, respectivamente)
mientras que en DE-20°C se registraron 334.1 y 601.2 pg, respectivamente, en DC-16°C
207.4 y 76.0 pg, respectivamente y en DC-20°C 30.2 y 13.4 pg, respectivamente. Se
encontrd una mayor acumulacion del AG C20:4n6 en DE-16°C (1271.2 pg) mientras
que en DE-20°C (814.7 ng), DC-16°C (641.1 pg) y DC-20°C (471.9 pg) fue menor. En
cuanto a los n-3 LC-PUFA’s, el EPA (C20:5n3) en todos los tratamientos se presentd
una mayor acumulacion que en DHA, con los tratamientos DC-16°C (767.8 ug) y DE-
16°C (644.6 nug), mientras que se registrd una menor acumulacion para los tratamientos
DC-20°C (407.7 pg) y DE-20°C (292.1 pg). En cuanto al DHA (C22:6n3) la mayor
acumulacion fue en los tratamientos DC-16°C (396.8 ug) y DC-20°C (183.6 nug) y
menor en DE-16°C y DE-20°C (91.5y 39.1 pg, respectivamente).

Dentro de los AG de la familia n6 estan los C18:3n6, C20:2n6 y C20:3n6 que no
estaban presentes en las dietas ni en el tejido de los organismos al inicio del
experimento, y mostraron una acumulacién al final. EI C18:3n6 se acumuld en los
tratamientos DC-16°C y DC-20°C (13.5 pg y 6.0 ug, respectivamente). EI C20:2n6 se
acumulé en todos los tratamientos con valores desde 342.9 pg en la DE-20°C, hasta
3,356.3 ug DC-20°C. También el C20:3n6 presentd valores desde 26.7 ug en DC-20°C
hasta 95.2 pug en DE-16°C.
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Tabla VI. Contenido de acidos grasos (ng™ organismo) y cambio neto (4cido graso/organismo) en juveniles de erizo
morado Strongylocentrotus purpuratus mantenidos a dos diferentes temperaturas y alimentados con dos
diferentes dietas formuladas.

Acidos
grasos

C14:0
C15:0
C16:0
C16:1n7
C18:0
C18:1n9
C18:2n6
C18:3n6
C18:3n3
C18:4n3
C20:2n6
C20:3n6
C20:4n6
C20:3n3
C20:4n3
C20:5n3
C22:5n3
C22:6n3

Tratamientos

Inicial DC-20°C _ DE-20°C _ _DC-16°C _ _DE-16°C _
Final Cambio Final Cambio Final Cambio Final Cambio
Heg S neto g neto ng neto ng neto
89.63 470.24 +380.61 393.42  +303.79 659.93 +570.30 727.31 +637.69
20.71 26.90 +6.19 23.44 +2.73 31.69 +10.98 28.57 +7.86
527.18 803.39 +276.21 733.44  +206.26 1081.37 +554.19 1015.32 +488.14
126.44 161.44  +35.00 81.53 -44.91 266.29 +139.85 109.93  -16.51
123.06 258.18 +135.12 284.66 +161.61 338.99 +215.93 389.32 +266.26
382.79 41765 +34.86 399.25 +16.46 745.14 +362.35 552.28 +169.49
170.77 200.98  +30.20 504.92 +334.14 378.22 +207.44 84430 +673.52
0.00 6.04 +6.04 0.00 0.00 13.47 +13.47 0.00 0.00
41.17 54 57 +13.40 642.39 +601.22 117.15 +75.98 1087.23 +1046.06
9.87 20.84 +10.23 0.00 -9.87 34.71 +24.84 0.00 -9.87
0.00 356.33 +356.33 342.88  +342.88 509.43 +509.43 486.07 +486.07
14.71 41.41 +26.70 79.15 +64.45 65.57 +50.87 109.93  +95.22
211.00 682.88 +471.87 1025.72 +814.72 852.10 +641.10 1482.25 +1271.24
0.00 40.47 +40.47 185.14  +185.14 62.55 +62.55 279.59 +279.59
0.00 0.00 0.00 35.52 +35.52 0.00 0.00 75.02 +75.02
190.66 598.38 +407.72 482.74  +292.08 058.48 +767.82 835.24  +644.57
12.27 82.83 +70.56 35.58 +23.31 147.14 +134.88 51.31 +39.04
84.71 268.35 +183.64 123.82 +39.11 481.48 +396.76 176.22 49151

Valores dados como promedio
DC-= Dieta control con concentracion estandar de acidos grasos PUFA’s y LC-PUFA’s.

DE= Dieta experimental restringida en acidos grasos del tipo LC-PUFA’s manteniendo una proporcion de acidos grasos del tipo PUFA"s

(oleico, linoleico y linolénico).
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111.3. Erizo negro (Arbacea incisa)

111.3.1. Indices Biologicos

Al inicio del bioensayo no se presentaron diferencias significativas en la longitud
de los juveniles de erizo negro (P>0.05). El promedio inicial del didmetro de la testa fue
de 6.8 £ 1.3 mm. EI mayor crecimiento se observo en los organismos de DE y DC a
20°C (8.8 £ 0.8 mm y 8.2 £ 0.8 mm, respectivamente. Los juveniles a 16°C presentaron
menor longitud (P<0.05) con valores de 7.1 + 1.1 y 6.80 + 0.95 mm para DE y DC,
respectivamente (Tabla VII).

Los organismos mantenidos a 20°C de la DE presentaron un mayor crecimiento
(P<0.05; 410.8 + 103.1 mg) en comparacion con los otros tratamientos, mientras que los
erizos alimentados con DC (312.7 + 89.8 mg) fueron menores a los de DE pero mayores
(P<0.05) a los de 16°C alimentados con ambas dietas (DE 208.2 + 111.9 mg y DC 184.7
+ 94.2 mg) (Tabla VII, Figura 5).

Se encontraron diferencias significativas en los tratamientos con dietas,
temperatura y su interaccion (P<0.05) en incremento total de los juveniles de erizo
negro. Los organismos mantenidos a 20°C presentaron incremento final de 222.1 + 13.4
y 116.6 + 33.5 mg, respectivamente (P<0.05), en comparacion con los mantenidos a
16°C con la DE y DC que presentaron 31.3 + 46.1 y 19.5 + 8.4 mg, respectivamente
(P>0.05) (Tabla VI1).

Los organismos mantenidos a 20°C presentaron mayor ganancia de peso (DE
113.2 £ 39.6 y DC 62.16 + 24.9%; P<0.05) con respecto a los mantenidos a 16°C con
DEyDC (19.9 £ 29.7 y 11.4 + 4.5%, respectivamente. (Tabla VII).

El consumo de alimento fue similar en todos los tratamientos (P>0.05) en

organismos mantenidos a 20°C, alimentados con la dieta DE fue de 1.86 + 1.4y 1.7 *
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1.2 mg para la dieta DC mientras que los mantenidos a 16°C con la dieta DE presentaron
1.8+2.2y15+1.7mg para la dieta DC (Tabla VII).

La tasa de crecimiento especifica (TCE) (Figura 6) en organismos alimentados
con las dietas DE y DC a 16°C (0.16 + 0.24 y 0.11 £ 0.04%) fueron significativamente
menores a los juveniles mantenidos a 20°C con las dietas DC y DE (0.48 £ 0.16 y 0.79
0.10%; P<0.05) (Tabla V1I).

Al téermino del experimento se registro una sobrevivencia del 100% en todos los

tratamientos.
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Figura 5. Crecimiento en peso de juveniles de erizo negro Arbacia incisa
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Figura 6. Tasa de crecimiento especifica en juveniles de erizo negro
Arbacia incisa.
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Tabla VII. indices biolégicos de juveniles de erizo negro Arbacea incisa mantenidos a dos diferentes temperaturas y alimentados
con dos diferentes dietas formuladas.

Tratamientos Anova P

DC-20°C DE-20°C DC-16°C DE-16°C D T DxT
Diametro inicial (mm) 6.87 £ 1.40 6.91+1.36 6.70 £ 1.20 6.63 +1.38
Diametro final (mm) 8.21 +0.83° 8.76 + 0.81° 6.80 + 0.95° 7.09 +1.10° 0.124 <0.001 0.634
Peso inicial (mg) 196.14 £ 133.32 188.71+£130.12 180.42+107.85 176.90+111.77 0.862 0.662  0.950
Peso final (mg) 312.77 + 89.82° 410.82 + 184.74 + 94.21° 208.19 + 0.041 <0.001 0.204
Incremento total (mg) 116.63 33.45° 222.11+13.41° 19.54 + 8.39° 31.29 + 46.12° 0.019 <0.001 0.045
Peso ganado (%) 62.16 +24.91° 113.22+3957°  11.37+4.46°  19.85+29.66° 0.145 0.005 0.279
Consumo de alimento 1.73+1.21 1.86 +1.42 1.52 +1.67 1.83+2.16 0.987 0.616 0.410
TCE (%) 0.48 +0.16" 0.79 +0.10° 0.11 £ 0.04° 0.16 + 0.24° 0.109 0.002 0.239
Sobrevivencia (%) 100 100 100 100

Diferentes letras indican diferencias significativas (P<0.05). Valores dados como promedio + D. E.
DC-= Dieta control con concentracion estndar de &cidos grasos PUFA’s y LC-PUFA’s.
DE= Dieta experimental restringida en &cidos grasos del tipo LC-PUFA"s manteniendo una proporcion de &cidos grasos del tipo PUFA’s (oleico, linoleico y

linolénico).
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111.3.2. Perfil de acidos grasos erizo negro

Al inicio del experimento, la concentracion de acido oleico (C18:1n9) fue de 9.5
+ 0.3%. Mientras que al final de los 100 dias experimentales, se presentaron diferencias
significativas (P<0.05) entre las dietas y temperatura. Los juveniles de la DE-16°C (6.4
+ 0.6%) presentaron menor porcentaje que los juveniles de la DC-16°C (9.1 + 0.1%),
DE-20°C (9.2 + 0.9%) y DC-20°C (10.5 £ 0.3%) (Tabla VIII).

El porcentaje de &cido linoleico (C18:2n6) al inicio del experimento fue de 4.1 +
0.6%. Al final de los 10 dias experimentales mostrd diferencias significativas entre
dietas, temperatura y su interaccion (P<0.05). Los organismos mantenidos con DC-16°C
(4.3 £ 0.3%) y DC-20°C (5.0 £ 0.1%) presentaron menor porcentaje (P>0.05). Los
juveniles de erizo mantenidos con DE-20°C (12.7 £ 0.5%) presentaron mayor porcentaje
en comparacion a todos los tratamientos. Los organismos de la DE-16°C (10.9 = 0.0%)
presentaron significativamente menor porcentaje que los erizos DE-20°C pero mayor
que los juveniles de los tratamientos DC-16°C y DC-20°C (Tabla VIII).

En juveniles de erizo negro el acido y-linolenico (C18:3n6) no se encontro al
inicio y en erizos alimentados con DE al final de los 100 dias experimentales. En cambio
en los organismos mantenidos con DC-20°C y DC-16°C se presentd un porcentaje de
0.2£0.0% y 0.1 + 0.0%, respectivamente (Tabla VI1II).

El acido eicosadienoico (C20:2n6) no se detectd en los organismos al inicio del
experimento, sin embargo, al final del experimento se presentd diferencias significativas
por efecto de la temperatura (P<0.05). Los organismos mantenidos con la DE-16°C (5.7
+ 0.9%) y DC-16°C (5.4 £ 1.0%) tuvieron un mayor porcentaje que los erizos de los
tratamientos DE-20°C (4.0 £ 0.2%) y DC-20°C (3.5 £ 0.1%) (Tabla VIII).

No se encontro el acido dihomo-y-linolenico (C20:3n6) al inicio del experimento,
mientras que al final del experimento, el porcentaje de este acido graso fue diferente
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entre los tratamientos de dietas, temperatura y su interaccion (P<0.05). Los juveniles
de erizo negro del tratamiento DE-16°C (0.7 + 0.0%) presentaron un porcentaje
significativamente mayor en comparacion con los tratamientos DC-16°C (0.3 £ 0.0%),
DE-20°C (0.3 £ 0.1%) y DC-20°C (0.3 + 0.0%) (Tabla V1II).

El &cido araquiddnico (C20:4n6) al inicio experimental present6 un porcentaje de
5.9 = 0.5 %, mientras que al final del experimento los erizos alimentados con la DE y
mantenidos a 20 y 16°C presentaron un porcentaje mayor (7.1 £ 0.1 y 6.1 £ 0.1%;
P<0.05 respectivamente) que los organismos alimentados con la dieta DC mantenidos a
16 y 20°C (5.1 £ 0.8 y 4.8 £0.6%) (Tabla VIII).

Con respecto al acido a-linolenico (C18:3n3), al inicio del experimento los
organismos presentaron 1.3 £ 0.7%. Sin embargo, al final de los 100 dias experimentales
los organismos alimentados con la DE y mantenidos a 20 y 16°C (16.3 + 0.9 y 15.6 +
0.4%) presentaron significativamente mayor porcentaje (P<0.05) que los erizos
alimentados con la DC a 16°C (2.0 + 0.6%) y 20°C (1.8 £ 0.0%) (Tabla VIII).

No se detecto el &cido estearidonico (C18:4n3) en los juveniles de erizo negro al
inicio del periodo experimental, mientras que al final de los 100 dias experimentales
solo se detecto en los erizos alimentados con la dieta DC-20°C (0.5 + 0.1%) y DC-16°C
(0.4 £ 0.0%) (Tabla VIII).

El acido eicosatrienoico (C20:3n3) no se detect6 al inicio del experimento. Sin
embargo, en los organismos alimentados con la dieta DE mantenidos 20 y 16°C (2.2 £
0.9y 1.9 + 0.5%) presentaron una mayor porcentaje (P<0.05) que los organismos de la
dieta DC-20°C (0.6 £ 0.3%) y DC-16°C (0.3 £ 0.1%) (Tabla VIII).

Al inicio del experimento no se encontro el acido eicosatetraenoico (C20:4n3) y
en la dieta DC-20°C. En la dieta DC-16°C se detectd (0.1 £ 0.0%); mientras que en la
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DE-20°C y DE-16°C se presentaron porcentajes de 1.1 + 0.2 y 0.9 = 0.1%,
respectivamente (Tabla VIII).

Al inicio del experimento el acido eicosapentaenoico (EPA; C20:5n3) presento
5.1 + 0.3%. No se presentaron diferencias significativas entre temperatura (P>0.005), sin
embargo, entre dietas y su interaccion se encontr6 diferencias significativas (P<0.05).
Los erizos mantenidos con la dieta DC y mantenidos a 20 °C (5.7 + 0.5%) y 16°C (5.6 +
0.1%) presentaron mayor porcentaje con respecto a los erizos con la dieta DE a 16°C
(3.5+0.1%) y 20°C (2.5 £ 0.5%) (Tabla VIII).

No se encontro el acido docosapentaenoico (DPA; C22:5n3) en juveniles de erizo
al inicio del experimento. Sin embargo, al terminar el experimento se presentd un
porcentaje mayor (P<0.05) en los organismos de la dieta DC mantenidos a 20°C (1.8 £
0.2%) y 16°C (1.7 £ 0.0%) en comparacion con los organismo alimentados con la dieta
DE mantenidos a 20°C (0.6 + 0.2%) y 16°C (0.4 £ 0.0%) (Tabla VIII).

Al inicio del experimento se detectd 2.45 + 0.28% del acido docosahexaenoico
(DHA; C22:6n3), mientras que al final los organismos alimentados con la dieta DE se
presentd un menor porcentaje (P<0.05) (1.5 + 0.1%) a 16°C y (1.9 + 0.6%) a 20°C que
los organismos alimentados con la dieta DC (5.4 £ 0.6%) a 20°C y (5.0 £ 0.1%) a 16°C
(Tabla VI1II).
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Tabla VIII. Perfil acidos grasos de juveniles de erizo negro Arbacea incisa mantenidos a dos diferentes temperaturas y
alimentados con dos diferentes dietas formuladas.

Acidos grasos Inicial Final Anova P
DC-20°C DE-20°C DC-16°C DE-16°C D T DxT
C14:0 1.92+ 009 3.76 +0.31® 233+0.34® 09.13+1.18" 597+1.137 0.007 <0.001 0.149
C15:0 060+0.03 0.69+0.04° 046+0.08 0.76+0.07° 0.45+0.12° <001 0561 0.472
C16:0 10.86 +0.55 1151+0.73" 872+1.11* 12.71+0.66” 1053+0.62* <0.001 0.012 0.533
C16:1n7 304+ 014 355+029° 0.79+0.49° 3.37+0.33" 0.96 +0.28° <0.001 0971 0.425
C18:0 3.83+0.32 330+0.13" 3.74+0.38° 2.87+027%* 2.86+0.10° 0.163 0.002 0.160
C18:1n9 953+0.26 10.53+0.26% 9.16+0.93" 9.09+0.10® 6.35+0.63* <0.001 <0.001 0.065
C18:2n6 413+059 500+008 12.65+0.47° 4.33+0.33® 10.85+0.04°> <0.001 0.001 0.039
C18:3n6 0.17 £ 0.03 0.13 +0.00 0.160 0.160
C18:3n3 1.29+067 1.81+0.00° 16.28+0.92° 1.98+058° 1559+0.42° <0.001 0555 0.349
C18:4n3 0.48 + 0.06 0.40 + 0.03
C20:2n6 3.46 +0.06° 4.01+020*° 542+099° 5.71+0.90° 0.312 0.002 0.745
C20:3n6 0.30+£0.01* 031+0.06° 0.33+0.03" 0.66+0.03 <0.001 <0.001 <0.001
C20:4n6 585+047 4.81+060° 7.11+011° 509+0.75° 6.14+0.14° 0.002 0.296 0.088
C20:3n3 058 +0.30° 2.17+094° 0.30+0.05° 1.89+0.53° 0.001 0.414 0.998
C20:4n3 1.09+0.21 0.13+0.02  0.93+0.14
C20:5n3 5.13+0.26 573+052° 246+047° 556+0.14° 3.54+0.14° <0.001 0.067 0.021
C22:5n3 1.84+0.22° 059+0.19° 1.67+0.03° 0.39+0.03° <0.001 0.134 0.873
C22:6n3 245+028 536+059° 190+056° 4.99+0.09° 1.49+0.08° <0.001 0.136 0.936
S Saturados  17.21+0.87 19.96+223 1525+1.16 24.26+261 19.14+2.21
Sinsaturados 31.41+149 4495+257 5551+1.82 41.22+153 51.44+354
S MUFAs 1257+0.39 14.08+019 935+1.70 1246+0.22  7.31+0.40
S PUFAs 18.85+1.39 30.87+2.66 46.16+1.65 28.77+175 44.13+3.25
SEPAyDHA 758+023 11.10+1.11 3.62+1.70 1055+022  5.03+0.10
n-3/n-6 089+0.03 115+0.06 097+005 095+0.14  0.95+0.13

Diferentes letras indican diferencias significativas (P<0.05). Valores dados como promedio + D. E.

DC-= Dieta control con concentracidon estdndar de &cidos grasos PUFA’s y LC-PUFA’s.

DE= Dieta experimental restringida en acidos grasos del tipo LC-PUFA"s manteniendo una proporcion de &cidos grasos del tipo PUFA’s (oleico, linoleico
y linolénico).
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111.3.3. Cambio neto de acidos grasos en erizo negro

El cambio neto (final-inicial) en cantidad de microgramos de acidos grasos por
juvenil de erizo negro se presentan en la tabla 1X. ElI cambio neto en los AG C18:1n9,
C18:2n6 y C18:3n3 en juveniles alimentados con las DC y DE mostraron acumulacion.
El AG C18:1n9 en los organismos mantenidos a 20°C y alimentados con la dieta DC y
DE (239.17 y 190.80 ug) se mostré acumulacion con respecto a los organismos
mantenidos a 16°C alimentados con la dieta DE y DC que presentaron consumo de este
AG (-563.02 y -415.92 pg).

La mayor acumulacién del AG C18:2n6 y C18:3n3 se presento en la dieta DE-
20°C 1,408.52 y 2,267.06 pg; respectivamente) mientras que en la DE-16°C (323.63 y
935.56 pg; respectivamente) y DC-20°C (235.90 y 227.84 ug; respectivamente) por el
contrario en la DC-16°C se presentd el consumo de C18:2n6 y C183n3 (-153.47 y -4.21
ng; respectivamente). EI AG C20:4n6, se presentd acumulacion en la dieta DE-20°C
(303.89 pg), mientras que en DC-16°C (-320.11 pg), DE-16°C (-142.26 pg) y DC-20°C
(-59.92 pg) se consumio. En cuanto a los n-3 LC-PUFA’s, el EPA (C20:5n3) de la dieta
DC-20°C (136.82 ng) presentd acumulacion, mientras que en los tratamientos DE-20°C
(-331.25 pg), DE-16°C (291.75 pg) y DC-16°C (174.84 ng) se consumié. EI DHA
(C22:6n3) la mayor acumulacion se registré para la dieta DC mantenidos a 20°C y 16°C
(393.79 y 86.45 pg, respectivamente) y para la dieta DE mantenidos a 20°C (2.31 pg),
sin embargo, a 16°C (-149.48 pg) presentd consumo.

Dentro de los AG de la familia n6 estan los C18:3n6, C20:2n6 y C20:3n6 que no
estaban presentes en las dietas ni en el tejido de los organismos al inicio del
experimento, y presentaron una acumulacion al final. EI C18:3n6 presenté acumulacion
en los organismos alimentados con la dieta DC mantenidos a 20°C y 16°C (20.94 y 6.43
ug, respectivamente). EI C20:2n6 se acumul6 en todos los tratamientos con valores
desde 398.22 pg en la DC-16°C, hasta 592.60 pg en DE-20°C. Asi mismo, el C20:3n6
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se acumuld en todos los tratamientos, con valores desde 24.28 ug en DC-16°C hasta
54.55 pg en DE-16°C.
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Tabla IX. Contenidos de 4cidos grasos (ug ™ organismo) y cambio neto (acido graso/organismo) en juveniles de erizo
negro Arbacea incisa mantenidos a dos diferentes temperaturas y alimentados con dos diferentes dietas

formuladas.
Tratamientos

Acidos Inicial DC-20°C DE-20°C DC-16°C DE-16°C

grasos He Final pg C?}g{glo Final pg C?]rentglo Final pg C?]rer][lcj)lo Final pg C?]rer][glo

C14:0 217.50 559.26 +341.76 342.36 +124.86 570.66 +353.16 514.12 +296.62

C15:0 67.65 86.71 +19.06 68.21 +0.56 55.01 -12.64 43.97 -23.68

C16:0 1229.81 1440.44 +210.63 1285.83  +56.02 924.18 -305.63 911.80 -318.01
C16:1n7  344.53 44427  +99.73 116.81 -227.73 244.49  -100.04 91.40 -253.13

C18:0 434.24 413.22  -21.02 553.20 +118.97 209.53 -224.71 242.77  -191.47
C18:1n9 1078.76 1317.93 +239.17 1269.55 +190.80 662.84 -415.92 515.74  -563.02
C18:2n6  467.72 703.62 +235.90 1876.24 +1408.52 314.25 -153.47 791.36 +323.63
C18:3n6 0.00 20.94 +20.94 0.00 0.00 6.43 +6.43 0.00 0.00
C18:3n3 146.07 373.91 +227.84  2413.12 +2267.06 141.86 -4.21 1081.63 +935.56
C18:4n3 0.00 59.65 +59.65 0.00 0.00 398.22 +398.22 0.00 0.00
C20:2n6 0.00 432.80 +432.80 592.60  +592.60 398.22 +398.22 520.11 +520.11
C20:3n6 0.00 37.47 +37.47 45.80 +45.80 24.28 +24.28 54.55 +54.55
C20:4n6  662.19 602.27  -59.92 966.08  +303.89 342.08 -320.11 519.93 -142.26
C20:3n3 0.00 72.68 +72.68 319.18  +319.18 21.91 +21.91 131.79 +131.79
C20:4n3 0.00 0.00 0.00 160.42  +160.42 10.03 +10.03 77.00 +77.00
C20:5n3  580.83 717.66 +136.82 249.59 -331.25 405.99 -174.84 289.09 -291.75
C22:5n3 0.00 230.43 +230.43 87.02 +87.02 83.58 +83.58 32.72 +32.72
C22:6n3  277.64 671.42 +393.79 279.95 +2.31 364.09 +86.45 128.16  -149.48

Valores dados como promedio
DC= Dieta control con concentracion estandar de acidos grasos PUFA’s y LC-PUFA’s.

DE= Dieta experimental restringida en acidos grasos del tipo LC-PUFA’s manteniendo una proporcion de acidos grasos del tipo PUFA’s

(oleico, linoleico y linolénico).
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I11.4. Disefio de oligos

Las secuencias de los oligos, tamafio y la temperatura de alineamiento se muestran

en la tabla X.

Tabla X. Relacion del disefio de oligos obtenidos de las enzimas elongasas y desaturasas del erizo morado
Strongylocentrotus pururatus en donde se muestra el tipo de gen, tamafio, la secuencia, la temperatura de

alineamiento.
Gen ) ) ] Temperatura
] Tamafio Organismo Secuencia de Oligos (5°- 3") ) )
(longitud) de alineamiento
Delta 6 61 pb Strongylocentrotus For: CGGCACACTTCAGGCTCAG 56 °C
436 pb purpuratus Rev: AAGACAGGTGACCAAGA
Delta 5 1092 60 pb Strongylocentrotus  For: GATTTGGCGGTGTGATT £ oC
pb purpuratus Rev: CGTATTGACGGTCTCGAT
Elongasa 660 Strongylocentrotus  For: CAGTCGTTCCCTGTCAT .
pb 72pb purpuratus Rev: TTCTTTGGTAGAGTGGTGAGA b2C
*Ribosomal Strongylocentrotus For: CGTACACTGGCGGAATCA
18S bapb purpuratus Rev: GTTTAGCGGATTACCCAGACCTT 60 °C

* Previamente disefiado y probado para erizo morado por la Dra. Tatiana Olivares Barfiuelos del Laboratorio de

Ecologia y Biologia del Desarrollo del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas, UABC.

111.4.1. Estandarizaciéon de las condiciones de reaccion de PCR

Luego de estandarizar la reaccion (Tabla XI, XII y XIII) se encontré que en
varias muestras elegidas al azar de juveniles de erizo mantenidos a diferentes
temperaturas y alimentados con dietas experimentales se amplificé la banda esperada de
61 pb para la A6 desaturasa, 60 pb para la A5, 72 pb para la elongasa y el control
positivo 65 pb para el ribosomal 18S, mientras que el control negativo, no se observo

banda de amplificacion. Figura 7, 8 y 9.
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Tabla X1. Composicion de reaccion para control positivo R18S

Componente ul . Concentracioén final
Reaccion

*CoralLoad PCR Buffer 25 1X
MgCI2 1.5 1.5 mM
dNTP Mix 1 0.6 mM
Primer F 0.5 0.2 uM
Primer R 0.5 0.2 uM
Taq DNA Polymerase 0.25 2.5 units/pl
cDNA 1 1 pg/ reaccion
Agua inyectable 17.75
Total pl 25

Kit Taq PCR Core de QIAGEN
* Contienel5 mM MgCl,

Figura 7. Reaccién de amplificacion a 60°C utilizando oligonucleétidos ribosomal 18S
disefiados para erizo morado Strongylocentrotus purpuratus.

1000 bp

500 bp

Reference: 200 bp
band

20 bp

Electroforesis en gel de agarosa al 2 % tefiidos con SYBR™ Gold nucleic acid gel stain conteniendo
10uL del producto de PCR obtenido del cDNA de juveniles de erizo.

20 pb Molecular Ruler 20-1000bp (BIORAD) fue usado como marcador; los tamafios de sus fragmentos
se indican a la izquierda.
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Tabla XII. Composicion de reaccion para AS y A6 desaturasa

Componente Real::::ién Concentracioén final
*CoralLoad PCR Buffer 25 1X
MgCI2 1.5 1.5mM
dNTP Mix 1 0.6 mM
Primer F 1.25 0.2 uM
Primer R 1.25 0.2 uM
Taq DNA Polymerase 0.25 2.5 units/pl
cDNA 1 1 pg/ reaccion
Agua inyectable 16.25
Total pl 25

Kit Taq PCR Core de QIAGEN
* Contienel5 mM MgCl,

Figura 8. Reaccion de amplificacion a 60°C utilizando oligonucleotidos A5 y A6
desaturasa disefiados para erizo morado Strongylocentrotus purpuratus.

1000 bp

500 bp

Reference: 200 bp
band

20 bp

Electroforesis en gel de agarosa al 2 % tefiidos con SYBR® Gold nucleic acid gel stain conteniendo
10uL del producto de PCR obtenido del cDNA de juveniles de erizo.

20 pb Molecular Ruler 20-1000bp (BIORAD) fue usado como marcador; los tamafios de sus
fragmentos se indican a la izquierda.
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Tabla XI1I1. Composicion de reaccion para Elongasa

Componente ul . Concentracion final
Reaccion

*CoralLoad PCR Buffer 25 1X
MgCI2 1.5 1.5 mM
dNTP Mix 1 0.6 mM
Primer F 0.5 0.2 uM
Primer R 0.3 0.2 uM
Taq DNA Polymerase 0.25 2.5 units/pl
cDNA 1 1 pg/ reaccion
Agua inyectable 17.95
Total pl 25

Kit Taq PCR Core de QIAGEN
* Contienel5 mM MgCl,

Figura 9. Reaccion de amplificacion a 60°C utilizando oligonucleétidos de Elongasa
disefiados para erizo morado Strongylocentrotus purpuratus.

1000 bp

500 bp

Reference

200 bp
band

20 bp

Electroforesis en gel de agarosa al 2 % tefiidos con SYBR® Gold nucleic acid gel stain conteniendo 10pL
del producto de PCR obtenido del cDNA de juveniles de erizo.

20 pb Molecular Ruler 20-1000bp (BIORAD) fue usado como marcador; los tamafios de sus fragmentos
se indican a la izquierda.
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IV. DISCUSION

Al igual que muchos invertebrados, el erizo de mar presenta un crecimiento
variable tanto en condiciones de laboratorio como en el medio silvestre (Russell 1987;
Pearse y Cameron 1991). En el presente estudio la alta variacion que se present6 afecto
el coeficiente de variacion entre tratamientos, lo cual pudo dar lugar a no distinguir
algunas diferencias significativas en donde la desviacion estandar representa hasta en un
50% de la media. Sin embargo, los crecimientos promedios fueron, en algunos casos, lo
suficientemente distintos que aun considerando este coeficiente de variacion se
registraron diferencias significativas con el factor temperatura para el erizo morado
(Strongylocentrotus purpuratus). En este erizo, el maximo crecimiento se registro en los
organismos del tratamiento a 16°C con las dietas DC y DE. En contraste, con los
juveniles de erizo negro Arbacea incisa, el mejor crecimiento se presentdé en los
juveniles mantenidos a 20°C y alimentados con la dieta DE. Estos resultados sugieren
que los juveniles de erizo Strongylocentrotus purpuratus y Arbacea incisa puede

mantener su crecimiento sin afectar la sobrevivencia a 16 y 20°C, respectivamente.

Las dietas utilizadas en el presente experimento fueron isolipidicas e
isoproteicas. La composicion de &cidos grasos para cada una de las dietas utilizadas para
este estudio se vio reflejada por la incorporacién de ingredientes utilizados para su
elaboracion. En la dieta DC se utiliz6 como principal componente de LC-PUFA’s el
aceite de higado de bacalao, la dieta contenia los AG como C16:0, C18:2n6, C18n1n9 y
los AG caracteristicos del aceite de pescado con un 8.7% de C20:5n3 (EPA) y un 11.9%
de C22:6n3 (DHA). La dieta DE contenia aceite de maiz como fuente de acido linoleico
C18:2n6 (59.2%) y aceite de Linaza como principal fuente de &cido alfa linolénico
C18:3n3 (58.9%). La harina de Soya y la harina de tiburén desengrasada aportaron a las

dietas AG C18:2n6 y C22:6n3 principalmente sin afectar la composicién determinada.

El contenido de C18:2n6 (25.1%) y C18:3n3 (37.3%) como principales &cidos

grasos esenciales en la dieta experimental reflejaron el contenido de estos acidos grasos
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incorporados en los aceites de Maiz y Linaza respectivamente. Asi mismo, en los
juveniles de erizo alimentados con una fuente de origen vegetal se observé un porcentaje
alto en la concentracion de los PUFA’s C18:2n6 y C18:3n3 incorporados de la dieta,
mientras que en los organismos alimentados con aceite de pescado, se vio reflejado un
mayor porcentaje en LC-PUFA’s tales como C20:5n3 y C22:6n3. Estos resultados
concuerdan con otras investigaciones en organismos como el abul6n y erizo en donde
ellos también encuentran un reflejo de los ingredientes de la dieta en el musculo de estos
organismos (Durazo-Beltran et al. 2003; Castell et al. 2004; Gonzales-Duran et al.
2008).

Lim et al. 1997), Hertrampf y Piedad-Pascual, 2000 mencionan que las fuentes
de aceite marino juega un importante papel en la promocién del crecimiento por encima
de los aceites vegetales. En el medio natural, los erizos se alimentan principalmente de
macroalgas denominadas “Kelp” (Tegner y Dayton, 1981) lo que sugiere que éstas
proveen a los organismos herbivoros los AG considerados esenciales como el C18:2n6 y
C18:3n3. Ademas, algunos investigadores sugieren que los erizos tienen la capacidad de
elongar y desaturar estos &cidos grasos debido a que cuentan con enzimas que son
capaces de biosintetizar LC-PUFA’"s (Takagi et al., 1980; Bell et al., 2001; Castell et al.,
2004). Por esta razon es importante mantener una relaciéon similar entre n3/n6 en las
dietas, ya que ambas familias comparten las mismas enzimas para elongar y desaturar ,
por lo que es importante mantener una relacion homogénea. Diversos autores han
establecido que debe de guardarse una relacion de mas de 1 entre n3/n6 (Sargent et al.,
2002; Bergé and Barnathan, 2005). En este trabajo ambas dietas fueron relativamente

similares (1.4 y 1.6 para la dieta DC y DE, respectivamente).

Con las dietas proporcionadas en este estudio se obtuvieron resultados de
crecimiento y sobrevivencia que sefialan que los juveniles de erizo morado
Strongylocentrotus purpuratus y erizo negro Arbacea incisa pueden utilizar lipidos de
origen vegetal para su crecimiento sin afectar su sobrevivencia. Estos resultados son

similares a los reportados por Pantazis et al. (2000) Castell et al. (2004) con los erizos
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de mar P. Miliaris y S. Droebachiensis, lo que sugiere que los &cidos grasos C18:2n6 y
C18:3n3 cumplen los requerimientos de acidos grasos esenciales en erizo de mar
mostrando que estos organismos no requieren la adicion de AG como C20:4n6, C20:5n3
y C22:6n3 en la dieta como ocurre en los peces marinos. Por lo anterior, se considera
que en el presente trabajo los organismos alimentados con la dieta experimental
elaborada con aceites vegetales, no presentaron deficiencias por la ausencia de los
acidos grasos esenciales para cubrir sus necesidades de crecimiento, debido muy
probablemente a que presentan la capacidad de elongacion y desaturacion de los mismos
0 bien, que sus requerimientos son tan bajos que se llegaron a cubrir con la minima
cantidad contenida en la dieta DE (1.72 de >, EPA y DHA). Sin embargo, en el erizo
negro Arbacia incisa, a pesar de no presentar mortalidad, el mejor crecimiento obtenido
solo se presentd en los organismos mantenidos en el tratamiento DE-20°C como se
menciond anteriormente. Con relacion a la acumulacion de AG en tejido, los erizos
alimentados con dieta DE que contenia mayor porcentaje de C18:2n6 presentaron mayor
acumulacién de C20:4n6 que los organismos alimentados con la dieta DC, lo que
sugiere que los organismos tienen capacidad para sintetizar el C20:4n6 a partir de su
precursor C18:2n6; aparentemente la temperatura no influyé en el proceso de sintesis en

el caso de los juveniles de erizo morado.

Por otro lado, a pesar de no estar siendo suministrados en la dieta los AG
C18:3n6, C20:2n6 y C20:3n6, en los organismos alimentados con la dieta DC se
presentdé un 0.1% de C18:3n6, asi mismo Castell, et al. (2004) reportaron resultados
similares con juveniles de erizo verde Strongylocentrotus droebachiensis (<0.1% de
C18:3n6) por desaturacion de la A6 desaturasa como primer paso en la biosintesis de la
familia n6. Sin embargo, en los organismos alimentados con la DE no se presentd el AG
C18:3n6, pero si un porcentaje de los AG C20:2n6 y C20:3n6 en los organismos
alimentados con la DC y DE. De acuerdo a las posibles rutas metabolicas descritas para
los organismos marinos (Bell y Tocher, 2009; Monroig, et al., 2011 b), esto sugiere que
la enzima A6 desaturasa no desaturd y por consiguiente se da una elongacion directa del
C18:2n6 (6.6%) al C20:2n6 (4.14%) para una posterior desaturacion por la A5

Jaime Humberto Garcia Chévez 51

Universidad Autonoma de Baja California
Facultad de Ciencias Marinas




Efecto de la temperatura sobre la sintesis y acumulacion de acidos grasos en juveniles de erizo
morado Strongylocentrotus purpuratus y erizo negro Arbacia incisa

desaturasa a C20:3n6 (0.9%). Estos resultados pueden apoyarse por andlisis de cambio
neto que nos muestra la acumulacion del C18:3n6 en los juveniles de erizo morado
Strongylocentrotus purpuratus y negro Arbacea incisa alimentados con la DC asi como
de valores de cero en los juveniles alimentados con la DE. Asi mismo, los AG C20:2n6
y C20:3n6 presentaron valores positivos lo que sugiere una acumulacion debido a la
sintesis que se debi6 haber llevado a cabo en los juveniles de erizo morado y negro.

Existen varios reportes que describen la biosintesis de LC-PUFA en peces
(Sargent et al., 2002; Nakamura y Nara, 2004) que apuntan a que el primer paso de la
biosintesis de PUFA’s es la produccion de C18:4n3 a partir del C18:3n3 gracias a la
intervencion de la enzima A6 desaturasa. En este sentido, la ausencia en el perfil de AG
de C18:4n3 en los juveniles de erizo alimentados con la DE que no contenia este AG
pero si un alto porcentaje del precursor C18:3n3 (37.33%), presentd significativamente
mayor porcentaje de los C20:3n3 y C20:4n3 que los organismos alimentados con la dieta
DC en donde si se mostré un bajo porcentaje de C18:4n3. Este resultado podria indicar
que la elongacion se da preferentemente cuando se tiene un mayor porcentaje de AG
C18:3n3 y con ello se reduce la disponibilidad del sustrato para la A6 desaturasa. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Bell, et al., 2001 y coincide con la
sugerencia de Castell et al. 2004 con erizo verde Psammechinus miliaris y S.
Droebachiensis, respectivamente. Estos resultados se pueden apoyar por los analisis del
cambio neto que muestra una mayor acumulacion de los C20:3n3 y C20:4n3 en los
juveniles de erizo morado y negro alimentados con la dieta DE. Por otro lado, se
obtuvieron valores negativos en C18:4n3 al calcular el cambio neto en juveniles de erizo
morado alimentados con la dieta DE que no contenia este AG C18:4n3, lo cual podria

estar relacionado con la elongacion del C18:4n3 a C20:4n3.

En el presente estudio, se observd que en juveniles de erizo morado del
tratamiento DE-16°C, el EPA (C20:5n3) sufrié una acumulacion en el céalculo de cambio
neto, lo cual podria indicar que estos organismos sintetizan este acido graso, mientras

que los organismos bajo las mismas condiciones pero con dieta DC presentaron una
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mayor acumulacion, que si bien sugiere un exceso de este &cido graso en la dieta, es de
[lamar la atencion que este patrén no se observe en los juveniles de erizo negro en los
tratamientos DE-16°C, DE-20°C y DC-16°C. En este sentido, los valores negativos del
cambio neto presentados en el AG C20:5n3 en los tratamientos anteriores, puede deberse
a que este AG fue utilizado para produccion de eicosanoides probablemente debido a
una situacion de estrés. Estudios muestran que algunos AG de la familia n3 y n6 sirven
como principales componentes de los fosfolipidos de membrana y como precursores de
eicosanoides (Sargent, 1995), asociados de manera muy amplia con situaciones de estrés
(Sargent et al., 2002). Asi mismo, valores negativos del cambio neto presentados en los
tratamientos DC-16°C y DE-16°C y en los AG"s 15:0, 16:0, 16:1n7, 18:0 y 18:1n9;
indico un consumo de estos AG’s. Ademas, el bajo porcentaje de peso ganado registrado
para los juveniles de erizo negro, durante los 100 dias experimentales, podria ser debido
a que los organismos en ocasiones no ingirieron adecuadamente el alimento
suministrado, provocando asi, que los organismos hayan podido estar en proceso de
inanicion, ocasionando con ello a su vez una movilizacion de AG a partir de los
depdsitos. Estudios realizados por Navarro y Gutiérrez (1995) mencionan que los
principales AG movilizados para satisfacer la necesidad energética son los AG saturados
y mono-insaturados en lugar de los LC-PUFA.

Gonzalez-Duran et al. (2008) reportan una baja presencia de ARA (C20:4n6) al
alimentar erizos con aceite de Maiz/Linaza en la dieta mientras que al alimentar con
aceite de Maiz como Unica fuente de aceite, se registrd un alto contenido de ARA.
Dichos autores sugieren, que hay una competencia del C18:3n3 y C18:2n6 por actividad
de la A5 e indica que se podria presentarse una inhibicién de la desaturasa A5 por el
acido a-linolénico (C18:3n3) debido a que la misma enzima A5 que desaturd el AG de
C20:3n6 a C20:4n6 interviene en el proceso C20:4n3 a C20:5n3.

La proporcion del C18:3n3 con relacion al resto de AG encontrada en los
juveniles de erizo morado y erizo negro fue relativamente baja en los organismos

alimentados con la dieta DE, ya que a pesar de tener un alto porcentaje de este precursor
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en la dieta (37.33%), no se registrd en los organismos un porcentaje mayor a 9.3% en
erizo morado y de 16% en erizo negro. Este resultado sugiere que los juveniles de erizo
a pesar de tener la capacidad para convertir este acido graso a PUFA’s de cadena larga
como el C20:3n3 y el C20:5n3, su sintesis se limita a una cierta cantidad para satisfacer
sus requerimientos, registrando un porcentaje menor al 2.4% y menor a 7.1% de estos
AG respectivamente. Los procesos de sintesis responden por lo regular, a satisfacer las
necesidades fisiologicas, que si bien esto no se vio reflejado con relacion a la
temperatura ni al crecimiento para cada temperatura, entonces pudiera indicar que el
requerimiento de estos AG es bajo, por lo que no es necesario el acumularlos para lograr
un adecuado desempefio. En juveniles de erizo negro se observé una concentracion adn
menor, encontrando 2.1 y 3.5% del C20:3n3 y el C20:5n3 respectivamente. Estos
resultados coinciden con lo encontrado por Durazo-Beltran et al. (2003) quienes
sugieren que el abulén (H. fulgens) tiene una capacidad limitada de convertir el C18:3n3
a LC-PUFA’s. Bell et al. (2001) sugieren que el erizo de mar Psammechinus miliaris es
capaz de sintetizar EPA a partir del C18:3n3 mientras que la capacidad de conversion
del EPA al DHA es limitada o casi nula. En este estudio al hacer los célculos del cambio
neto para ambas dietas (DC y DE) se mostrd una acumulacion del AG C20:3n3, siendo
que en la DC se presentd en una minima cantidad y en la DE estaba ausente. Lo anterior
sugiere que este AG encontrado en los juveniles de erizo morado y negro tuvo que ser
sintetizado por una elongasa. Asi mismo, los valores encontrados en la acumulacion del
EPA en la DE sugiere que los organismos tuvieron la capacidad de sintetizar este acido
graso y que esta cantidad resultd ser adecuada o suficiente para mantener la

supervivencia y crecimiento.

En estudios realizados con Strongylocentrotus purpuratus expuestos a cambios
de temperatura, han demostrado que la alta temperatura influye en la reduccion de
acidos grasos insaturados y colesterol de la membrana celular (Weaver et al., 2008). En
este trabajo, al comparar el perfil de los LC-PUFAs se observo que s6lo el EPA mostrd
diferencias significativas entre temperaturas, lo que sugiere que a las temperaturas aqui

utilizadas no influyen en la sintesis ni en la acumulacion. Esto se puede deber a que la

Jaime Humberto Garcia Chavez 54

Universidad Autonoma de Baja California
Facultad de Ciencias Marinas




Efecto de la temperatura sobre la sintesis y acumulacion de acidos grasos en juveniles de erizo
morado Strongylocentrotus purpuratus y erizo negro Arbacia incisa

temperatura de 16°C en la que se mantuvieron los juveniles de erizo morado en el
presente experimento no fue lo suficientemente baja como para observar un efecto en la
acumulacién. No obstante, en los juveniles de erizo negro Arbacea incisa alimentados
con la dieta DE-16°C, se observo un porcentaje mayor (P<0.05) de AG de la familia n6
con relacion a los alimentados con la misma dieta pero a 20°C. Lo anterior sugiere que
en este erizo si se observo un efecto en la acumulacion de C20:2n6 y C20:3n6 por
temperatura en los juveniles de erizo negro. En este sentido, al realizar los célculos de
cambio neto, en juveniles de erizo morado mantenidos a 16°C y alimentados con la dieta
DE muestran aproximadamente 50% maés de acumulacion que los mantenidos a 20°C.
Mientras que en los juveniles de erizo negro no se presentd esta diferencia en la

acumulacién en cambio neto.

El porcentaje de DHA encontrado en los juveniles de erizo de este estudio, esta
relacionado con la presencia de este acido graso en su respectiva dieta. En este sentido,
los resultados obtenidos podrian indicar que los juveniles de erizo de mar tengan un bajo
requerimiento por este DHA y concuerdan con lo reportado por Castell et al. (2004) con
el erizo S. droebanchiensis alimentados con niveles altos y bajos de DHA, y concluyen
que estos organismos no tienen un alto requerimiento por este acido graso altamente
insaturado. Esto se confirma con los célculos de cambio neto en donde se observo una
acumulacién mayor en juveniles de erizo morado alimentados con la DC, que los
alimentados con la DE. Lo anterior coincide con diversos autores (Durazo-Beltran et al.
2003; Wei et al. 2004; Gonzales-Duran et al. 2008 y Mateos et al. 2011) quienes
estudiando diversas especies de abuldn sugieren que la elongacion y desaturacion de

EPA y DHA no se produce en forma importante.

En el presente experimento se observd una mayor acumulacion de PUFA’s en
juveniles de erizo morado mantenidos a 16°C. Mientras que en juveniles de erizo negro
solo se observo a 16 y 20°C. Estudios con peces de agua dulce ( Hagar and Hazel,, 1985
a, b; Hazel, 1995; Bowden et al., en 1996; Tiku et al., en 1996 y Trueman et al., 2000)

mencionan una estrategia a la respuesta a bajas temperaturas consiste en aumentar la
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proporcion de poliinsaturados en la membrana. Por lo que la desaturacion de los acidos
grasos de membrana, es ampliamente considerada como un importante mecanismo de
adaptacion al estrés térmico en los organismos (Wodtke y Cossins, 1991). En este
sentido, se han descrito la biosintesis de los LC-PUFASs a partir de los PUFAs a través de
elongasas (Elovl) y desaturasas (Fad) como las enzimas clave implicadas en la
conversion de los acidos grasos esenciales por elongacién de los AG preexistentes
(Jakobsson et al., 2006) o desaturacion al introducir dobles enlaces en cadenas de C6
(A6 Fad) o C5 (A5 Fad) desde el grupo carboxilo (Monroig et al., 2011). Ademas,
estudios recientes con pulpo Octopus vulgaris demostraron que este organismo expresa
una A5 desaturasa con la habilidad de introducir dobles enlaces en acidos grasos
saturados y PUFA’s (Monroig et al., 2011). En este sentido, seria conveniente conocer si
los juveniles de erizo son capaces de elongar y desaturar a partir de los C18 a LC-
PUFAs utilizando las enzimas descritas como las A5, A6 y elongasa y corroborar si a

menores temperaturas afectan la sintesis.

Resultados mostrados en el presente estudio sugieren que los juveniles de erizo
tienen la capacidad de sintetizar LC-PUFAs a partir de los C18. Sin embargo, solo se
pudo corroborar esta sintesis en relacién al crecimiento y acumulacion neta. Uno de los
objetivos del presente trabajo fue medir la expresién de varias enzimas involucradas en
la ruta de biosintesis de los LC-PUFAs (A5, A6 y elongasa) con el fin de saber si la
temperatura afecta la expresion de los genes involucrados en la sintesis de dichas
enzimas. En este sentido, se analizo la expresion de los genes A5, A6 y elongasa
mediante PCR punto final en muestras de juveniles de erizo. Como parte del estudio, se
realizaron varios analisis con el fin de encontrar las condiciones de reaccion adecuadas
para la amplificacién de las enzimas de interés. Se logré asi la amplificacion de todos los
genes en estudio. Sin embargo, no fue posible realizar los analisis de PCR en tiempo
real para cuantificar los genes y conocer los resultados de expresion de las enzimas
involucradas en la biosintesis de AG que avalen los resultados observados en el presente

estudio.
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V. CONCLUSIONES

e EI crecimiento y sobrevivencia de los juveniles de erizo morado
Strongylocentrotus purpuratus y negro Arbacea incisa no se vieron afectados

significativamente por la incorporacion de aceites vegetales en la dieta.

e Los acidos grasos presentes en el tejido de juveniles de erizo morado estan

relacionados con la composicion de estos en su dieta.

e Los juveniles de erizo de mar presentan un bajo requerimiento (aprox. al 1%) del
acido graso C22:6n3 (DHA).

e La presencia de AG en el tejido de juveniles de erizo alimentados con una dieta
deficientes en estos acidos grasos sugieren que los juveniles de erizo tienen las

enzimas capaces de elongar y desaturar &cidos grasos PUFA’s a LC-PUFA’s.

e Latemperatura afect6 la acumulacion del AG EPA (C20:5n3) en los juveniles de

erizo morado.

e La temperatura afectdé en la acumulacién del AG C20:2n6 y C20:3n6 en los

juveniles de erizo negro.

e Se establecieron las condiciones para la amplificacion de los genes A5, A6 y

elongasa en juveniles de erizo de mar.

e Se logro la amplificacion de los genes A5, A6 y elongasa en juveniles de erizo de

mar aln cuando éstos no fueron cuantificados.
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VI. RECOMENDACIONES

Buscar un método de desengrasado mas eficiente con el fin de eliminar al 100%
los LC-PUFAs.

Realizar el bioensayo con mayor intervalos de temperaturas.

Realizar el bioensayo con mayor numero de organismos con el fin de realizar

mas analisis.

Utilizar un menor porcentaje de lipidos totales para forzar a los organismos a ser

mas eficientes.

Realizar los andlisis de PCR en tiempo real para determinar la expresion de genes

involucrados en la biosintesis de LC-PUFAs.
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