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RESUMEN

Debido a la baja disponibilidad de aceite y harina de pescado y al aumento del costo de
éstos, es que es de gran importancia buscar nuevas fuentes de nuirientes para la dieta
de los peces de cultivo. El uso de aceites vegetales se presenta como una buena
alternativa en reemplazo del aceite animal debido a su alta disponibilidad y bajo costo,
contribuyendo ademas a una actividad acuicola més sustentable.

En el presente estudio se evalud la expresion hepética de genes involucrados en el
metabolismo y homeostasis de lipidos mediante PCR en tiempo real cuantitativo
(quantitative real-time PCR, qRT-PCR) en familias de Salmén del Atlantico (Salmo salar),
que fueron seleccionadas previamente por su respuesta en crecimiento luego de ser
alimentadas con dieta alta en aceite vegetal de semillas de raps (Brassica napus). Los
resultados indican que la dieta afecta el metabolismo de lipidos mediante el aumento en
la expresion de los genes acaca, A6fada, fasn y apoada, involucrados en fa sintesis y
transporte de acidos grasos, y la disminucién en la expresidn de los genes cpt/, cyp7a y
ppara, que participan en la oxidacion de acidos grasos y sefializacion PPAR. Ademas,
las distintas famiiias difieren en su respuesta transcripcional a la dieta con aceite vegetal,
dependiendo de su background genético, sugiriendo distintos mecanismos de
adaptacion a la dieta. Este estudio podra contribuir al desarrollo de futuras estrategias
de alimentacion de salmon del Atlantico mediante la identificacién de genes candidatos
asociados al metabolismo de lipidos en aquellos individuos que responden mejor ante
dietas vegetales, y en el futuro la identificacion de variantes alélicas en estos genes para
incorporarlos en programas de mejoramiento genético utilizando dietas con alto

contenido de aceite vegetal.
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ABSTRACT

Due to low availability of fish oil-and fish meal, and the rising cost of them it is very
important to seek new sources of nutrients to feed cultured salmon. The use of vegetable
oils is presented as a good alternative to replace fish oil due to its high availability and
low cost, while contributing to a more sustainable aquaculture. In the present study we
evaluated the effect of a diet high in vegetable rape seed oil on the hepatic expression of
genes involved in lipid metabolism and homeostasis by quantitative real-time PCR, RT-
qPCR, in different families of Aflantic Salmon (Salmo salar) which were previously
selected according to their growth response to the vegetable oil based diet. The results
indicate that diet affects lipid metabolism by increasing the expression of genes acace,
Abfada, fasn and apoa4e, involved in the synthesis and transport of fatty acids, and
decreasing the expression of genes cptl, cyp7a and ppare, involved in fatty acid oxidation
and PPAR signaling. Furthermore, different salmon families differ in their transcriptional
response to vegetable oil based diet, depending on their genetic background, suggesting
different mechanisms of adaptation to vegetable oil diet. This study could contribute to
the development of future strategies for Aflantic salmon feed, through the identification of
candidate genes involved in lipid metabolism in those individuals who respond best to
the diet, and in the future the identification of allelic variants of these genes to incorporate

themn in genetic improvement programs using diets with high content of vegetable oils.

I



INTRODUCCION

1.1 Acuicultura de Salmo salar e Inclusion de aceites vegetales en la dieta de los

peces

El salmén del Atfléntico, S. safar, es un pez carnivoro de alto valor comercial,
generaimente cultivado en sistemas intensivos de cultivo. En Chile, es la especie de
cultivo de mayor importancia econémica, posicicnando al pais como el segundo
productor a nivel mundial de esta especie. Es una especie introducida, cuyas primeras
fases de cultivo se inician en agua dulce o piscicultura y luego es trasladada al mar para
su proceso de engorda por un periodo de 15 a 20 meses, con el fin de cosecharse con
un peso de 4,5 a 5 kilos. En Chile, su cultivo se ubica entre la X y XlI regiones y se
comercializa principalmente a los mercados de Estados Unidos, Brasil y Unién Europea,

bajo el foomato de fresco o congelado en filetes o entero (SalmonChile, 2013).

Las dietas y la alimentacion en general representan el ftem de mayor costo en la mayorfa
de los sistemas de cultivo tanto de peces como crustaceos (FAQ, 2006). Desde sus
inicios, los salmones en culfivo han sido alimentados en un 100% con alimentos
comerciales de alta energia y con protelnas de alta calidad (Tacon 2002, Deutsch y cofs.
2007}, los cuales han sido elaborados principalmente con harina y aceite de pescado,
recursos obtenidos exclusivamente de la captura industrial de peces, la que ha llegado
a su maximo sostenible, con una produccién que crece mas lento que la acuicultura

(Pickova & Morkore, 2007). La tasa de crecimiento de la actividad aculcola es de 8,5%



por afio, por lo que los suplementos para las dietas deben crecer a tasas similares para

compensar la demanda (Tacon & Metian, 2008).

La produccion anual de aceite y harina de pescado en los tltimos 20 afios ha sido en
promedio 1,3 y 6,5 millones de toneladas métricas, respectivamente (Hardy, 2010).
Alrededor del 88,5% de la produccién mundial de aceite de pescado (FO, por sus siglas
en ingleés) es utilizada por la acuicultura (Tacon & Metian, 2008), por lo que, si esta
actividad sigue creciendo y expandiéndose al mundo entero, la demanda de harina y
aceite de pescado pronto excedera los suministros actuales, aumentando los precios y
limitando asi la acuicultura (FAQ, 2006). Es por esto que el futuro de la actividad acuifcola
recae fuertemente en reducir la dependencia en el aceite y harina de pescado mediante
la investigacion de nuevas fuentes de proteina y aceites vegetales (VO, por sus siglas
en inglés) alternativos y que puedan significar mejoras en la salud y el crecimiento de los
peces, asi como beneficios econdmicos para los productores {Turchini y cols. 2009).
Ademas, se debe considerar que las dietas para salménidos deben ser elaboradas con
materias primas que permitan cubrir sus requerimientos nutricionales y optimizar su
crecimiento (Webster & Chom, 2002). Las fuentes vegetales, cuya produccién mundial
es suficiente para cumplir con las necesidades alimenticias de los cultivos en un futuro,

se presentan como una buena alternativa en reemplazo al alimento de origen animal.

El salmén del Atléntico en etapa de crecimiento tiene un requerimiento minimo de 46,5%
de proteina y 18% de lipidos en la dieta (Salazar, 1994; Von Baer y cols. 2004), con un
1a2% de n-3y 1% de n-6 para prevenir signos de deficiencia de acidos grasos (Lowell,
1998), ya que éstos son esenciales para el crecimiento normal, la utilizacion del alimento

y la viabilidad reproductiva de los peces (Higgs & Dong, 2000). Los proveedores de



alimento para peces ofrecen dietas formuladas para salmén y frucha que contienen
aproximadamente desde un 38 a 50% de proteina, segtin la etapa de cultivo en que se
encuentren los peces, asegurando un 6ptimo equilibrio en el contenido de proteinas y
energla con una excelente relacidn costo-beneficio (BioMar, 2012). Entre las
caracteristicas nutricionales mas relevantes de la harina de pescado se encuentra su
elevado contenido proteico y su composicidn de amino4cidos, permitiendo asegurar una
alta tasa de crecimiento de los peces. Por otro lado, el aceite de pescado constituye la
mayor fuente de lipidos en las dietas, sin embargo, su obtencién es més limitada que la
harina de pescado. Actualmente, los aceites vegetales son considerados la alternativa
mas sostenible para el reemplazo del aceite de pescado en los alimentos acuicolas
debido a su creciente produccién y en grandes volumenes, alta disponibilidad y
sostenidos precios (Fountoulaki y cols. 2009), ademas, son renovables, pueden ser de

origen confiable y de menor costo (Miller y cols. 2008).

En los alimentos comerciales de Salmo salar, los lipidos de la dieta representan la mayor
fuente de energfa, y deben incluir 4cidos grasos poliinsaturados (PUFAs, por sus siglas
en Ingles) esenciales como 18:3(n-3), 18:2(n-6), y especialmente 4cido
eicosapentanoico (EPA, C20:5) y acido docosahexanoico (DHA, C22:6) de la serie n-3y
acido araquidonico (AA, C20:4) de la serie n-6 para permitir el correcto desarrollo y
crecimiento de células y tejidos (Sargent y cols. 1995). La serie n-3 de acidos grasos son
esenciales para un éptimo crecimiento y eficiencia de alimentacion, asi como también
poseen efectos positivos sobre la respuesta inmune a bajas temperaturas, funciones
cardiovasculares y el desarrollo neuronal y visual en los peces. Mientras que los acidos

grasos del tipo n-6 sintetizan prostaglandinas que presentan importantes funciones



reproductivas y sobre la regulacién respiratoria, asi como también favorecen la
resistencia a enfermedades a altas temperaturas (Heen y cols., 1993). Por lo tanto, la
relacién n-3/n-6 en la dieta de los peces debe ser adecuada para un buen desarrollc del
pez y una mantencion adecuada de sus funciones (Higgs & Dong, 2000; Bell y cols.

2003).

Es por esto que cualquier substitucién de FO por VO en la dieta de estos individuos debe
ser llevada a cabo de tal manera que asegure que se mantengan las cualidades que
hacen al salmén en cultivo una opcién alimenticia saludable, como altos niveles de

20:5(n-3) y 22:6(n-3) (Bell y cols. 2003).

Mediciones de la capacidad de B oxidacion en salmoénidos sugiere que los acidos grasos
saturados y monoinsaturados (MUFAs) como 16:0, 16:1, 18:1(n-9), 18:2(n-6) y 22:1(n-
11), presentes en alta concentracion en aceites vegetales, son los sustratos preferidos
para la produccién de energla (Henderson, 1996). Mientras que 22:6(n-3) en todos los

tejidos y 20:5(n-3) en higado, presentan minima § oxidacién (Stubhaug y cofs. 2005).

Los aceites vegetales carecen de n-3 LCPUFA {(4cidos grasos w-3 altamente
insaturados de cadena larga), abundantes en FO y esenciales para el crecimiento normal
de los peces y caracterlsticos en el valor nutritivo de la carne de salmon. Cuitivar peces
con un alto porcentaje de aceite vegetal resultaria en una reduccién en los niveles de
acidos grasos del tipo omega 3, comprometiendo los efectos que produce en los
consumidores humanos (Menoyo y caols. 2005). Hoy en dia hay evidencia suficiente que
el consumo elevado de &cidos grasos del tipo n-3, especialmente 20:5(n-3) y 22:6(n-3),

y el consumo reducido de acidos grasos del tipo n-6, principalmente 18:3(n-6), pueden




tener beneficios significativos para la salud humana, como efectos preventivos de
enfermedades coronarias, artritis reumatoide, céncer, desarrollo neuronal y desérdenes

del animo (Connor, 2000; Simopoulos, 1999).

El aceite vegetal no contiene 4cidos grasos poliinsaturados con méas de 18 carbonos, a
diferencia del aceite de pescado, que posee en su mayorfa 4cidos grasos con cadenas
de 20 y 22 carbonos. Conocer los efectos de los aceites vegetales en el metabolismo de
lipidos es importante para mantener la salud de los peces y los beneficios que éstos le

entregan a los consumidores humanos.

Varios estudios han demostrado una exitosa crianza de salmones que consumen dietas
altas en aceites vegetales por periodos de hasta 30 semanas, sin afectar su crecimiento
y salud (Bell y cols. 2001; Bell y cols. 2002; Torstensen y cofs. 2000). Ademas, se ha
establecido que estos individuos tienen la capacidad de convertir los acidos grasos
18:3(n-3) y 18:2(n-6) presentes en la dieta vegetal, a acidos grasos de cadena larga

altamente insaturados, como 20:5(n-3}, 22:6(n-3) y 20:4(n-6) (Bell y cols. 1997, 2001).

Se ha encontrado que la sustitucién de FO por VO en mas de un 66%, se traduce en
una reduccion considerable de los niveles de 20:5(n-3) y 22:6(n-3) en la carne asi como
también reduccién en el crecimiento y en el valor nutricional de Salmo salar (Bell y cols.
2003; Pratoomyot y cols. 2011). Se ha visto también que Ia categoria funcional mas
afectada por la dieta es el metabolismo, principalmente el metabolismo de lipidos y
carbohidratos, seguido de la respuesta inmune y el tréfico intracelular (Pratoomyot y co/s.
2008; Torstensen y cols. 2004). Es por esto que se presenta como una buena estrategia
de alimentacién de los cultivos la mezcla de ambos aceites para compensar las pérdidas

nutricionales que resulta sustituyendo por completo el aceite de pescado de la dieta, ya




que un suministro inadecuado de nutrientes en la dieta puede ocasionar un retraso o un

detenimiento fotal del crecimiento de los peces.

1.2 Lipidos y el Metabolismo en Peces

Los lipidos incluyen una variedad de moléculas que son solubles en solventes organicos
e insolubles en agua, son compuestos organicos que contienen &cidos grasos
esterificados en grupos alcohol y en grupos amino. Los lipidos poseen funciones
estructurales siendo parte de las membranas celulares, son precursores de hormonas
esteroideas y eicosanoides, actian como fransportadores de sustancias liposolubles, y
son utilizados para la produccién y almacenamiento de energia. Recientemente se ha
demostrado que los [fpidos juegan un importante papel como reguladores de la expresion
génica y mediadores en otros procesos como la inflamacién y neuroproteccion,
actividades desconocidas para estos nutrientes décadas atras (Fundacion Observatorio
Espafiol de Acuicultura, 2012). Los lipidos animales, incluyendo los de peces, pueden
dividirse en dos grupos: lipidos polares y neutros. La mayoria de los lipidos polares se
encuentran en las membranas celulares y comprenden principalmente a los fosfolipidos.
Los lipidos neutros, que sirven principalmente como fuente de energia, incluyen a los
monoacil-, diacil-, y triacil- glicercles (triacilglicéridos, TAG), moléculas compuestas por
3 acidos grasos esterificados a los tres grupos alcchol del glicerol, esteroles, acidos
grasos libres y ésteres (Henderson & Tocher, 1987; Tocher, 2003) (Figura 1). A
temperatura ambiente, los TAG pueden ser sélidos, formando las grasas, o liquidos,

formando parte de los aceites.




Los acidos grasos consisten en una cadena de carbonos con un grupo metil en un
extremo y un grupo carboxil en el otro extremo (Figura 1). La cantidad de moléculas de

carbono y el nimero de dobles enlaces determinan las propiedades de cada acido graso.
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Figura 1: Estructura de lipidos comunes. Estructura basica de un acido graso,
fosfolipido, triacilglicérido (TAG) y colesterol. (Modificada de Castarios, E., 2015)

Los acidos grasos saturados no poseen dobles enlaces, los monoinsaturados poseen un
doble enlace y los poliinsaturados poseen dos o mas dobles enlaces. Los acidos grasos
que constituyen los lipidos en peces, son ricos en cadenas largas, altamente insaturadas
(HUFA) que poseen funciones importantes en la nutricion animal, tanto de los peces
como humanos, ya que son la principal fuente de omega 3. Los &cidos grasos saturados
mas predominantes en las grasas animales son 16:0 y 18:0, los cuales constituyen
principalmente los fosfoglicéridos en las membranas celulares; sin embargo, se puede

encontrar un variado rango de cadenas carbonatadas desde C12 a C24. Lo mismo




ocurre con los acidos grasos monoinsaturados, que van desde C14 a C24, siendo los
mas predominantes y componentes de los fosfoglicéridos 18:1n-8 y 16:1n-7. En cuanto
a los acidos grasos poliinsaturados (PUFA), los mas representativos en peces son el
acido araquiddnico 20:4n-6 y su precursor metabdlico, acido linoleico 18:2n-6, 20:5n-3 y
22:6n-3 junto a su precursor metabdlico acido a-linoleico 18:3n-3, considerados acidos
grasos esenciales en todos los vertebrados (Tratiner, 2009). En salménidos se ha
demostrado que el largo y el grado de instauracién de los acidos grasos definen el

destino metabélico de éstos (Kiessling & Kiessling, 1993; Bell y cols. 1997).
1.2.1 Consumo y Transporte

Los lipidos al ser ingeridos, sufren de hidrélisis extracelular llevada a cabo por lipasas y
colipasas en el lumen del estémago, intestino y ciego. El glicerol y los acidos grasos de
menos de 10 carbonos son absorbidos por los enterocitos, mientras que los 4cidos
grasos mas largos son clivados y emulsificados por acidos biliares para formar micelas.
Estas son transportadas desde el lumen a las vellosidades de los enterocitos, se disocian
a acidos grasos los cuales por difusion ingresan a estas células, donde son
reesterificados y agrupados con proteinas para formar los quilomicrones. Los lipidos son
transportados desde los enterocitos mayoritariamente en quilomicrones y el resto en
lipoproteinas de baja densidad (VLDL, very low density lipoprotein) mediante la vena
porta hepatica hasta el higado, donde son metabolizados o distribuidos directamente en

VLDL a otros tejidos mediante la vena aorta (Babin & Vernier, 1989; Roberts, 2002;

Torstensen y cols., 2000).




Se han propuesto dos mecanismos de iransporte de lipidos desde el espacio extracelular
al intracelular, difusién o transporte mediado por proteinas; este ultimo requiere de una
translocasa de acidos grasos o una proteina transportadora de acidos grasos (Van
Nieuwenhoven y cols., 1996). Los lipidos también pueden ser incorporados a las células
mediante la familia de genes receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
(Hussain, 2001). Una vez dentro de la célula, los acidos grasos de cadena larga y otros
componentes hidrofébicos son transportados por proteinas de unién a acidos grasos
(FABP, fatty acid binding protein), las cuales han sido identificadas en mtsculo e
intestinc de salmén (Jordal y cofs., 2006), y deben ser activados a su forma acil-CoA por
la acil-CoA sintasa para su posterior modulacién o almacenamiento como TAG (Figura

2).
1.2.2 Almacenamiento

Uno de los posibles destinos de los acidos grasos en el metabolismo hepético de Salmén
del Atlantico, es la incorporacion de lipidos celulares tales como TAG y fosfolipidos (PL,
phospholipids). La biosintesis de TAG y PL es por lo general igual en peces y mamiferos,
fa cual ocurre en el reticulo endoplasmico. En salménidos, los lipidos son almacenados
como TAG en el tejido adiposo y adipocitos en el misculo {Zhou y cols., 1995) (Figura
2) o son secretados al plasma como VLDL, como por ejemplo ocurre en hepatocitos
(Babin & Vernier, 1989), mientras que los fosfolipidos son utilizados como constituyente

de membranas celulares.
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Figura 2: Esquema del metabolismo de lipidos y las enzimas participantes. FA: acidos
grasos, TG: triacilglicéridos CAT: carnitina acetil-CoA, TCA cycle: ciclo de Krebs.
Modificada de Wakil & Abu-Elheiga, 2009.

1.2.3 Elongacion y Desaturacion

Los sustratos esenciales para la elongacion y desaturacion de los acidos grasos del tipo
n-6 y n-3 son 18:2n-6 y 18:3n-3. Se requieren las mismas enzimas para la catalisis de
ambos tipos; sin embargo, la afinidad de éstas enzimas es mayor por aquellos acidos

grasos de la serie n-3.
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La sintesis de los acidos grasos de cadena larga ocurre en la fraccion microsomal del
higado, excepto por la reaccion de acortamiento de cadena para formar 22:6n-3 (DHA),

esto ocurre en los peroxisomas mediante § oxidacion (Figura 3).

HUFA
n-6 n-3
18:2n-6 18:3n-3
[ac, Hinolaica) {ac.a-linoleico}
AGFADa
18:3n-6 18:4n-3
Elongasa l
20:3n-6 20:4n-3
] mseape |
20:4n-6 {AA) 20:5n-3 {EPA)
Elongasa l'
24:5n-3
aefADa |
24:6n-6
24:6n-3
vlv B-oxidacion  §

22:6n-3 (DHA) 22:6n-3 (DHA)

Figura 3: Ruta de sintesis de acidos grasos altamente insaturados y enzimas
participantes.

1.2.4 B oxidacién

Una vez almacenados, los lipidos son catabolizados mediante B oxidacién, la cual
produce calor cuando ocurre en los peroxisomas y ATP cuando ocurre en mitocondrias.
En primer lugar, el acido graso debe ser activado a su forma acil-CoA, el cual para
atravesar la membrana externa de la mitocondria debe ser convertido a acilcarnitina por
la enzima carnitina palmitoiliransferasa [ (CPTI). Acilcamitina es transferido a Ia

membrana mitocondrial interna con la ayuda de la enzima carnitina/acilcamnitina
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translocasa y convertida a acil-CoA por la enzima CPTII, acil-CoA entra en el proceso de
B oxidacion (Froyland y cofs. 1998). La B oxidacion en peroxisomas actiia mayormente
en acidos grasos de cadena larga, los que posteriormente pueden ser oxidados por la
mitocondria o como un paso de la sintesis de DHA (Torstensen y cols. 2000). Se ha
demostrado en trucha arcoiris que la B oxidacion en mitocondrias es selectiva en cuando
a los acidos grasos a oxidar, teniendo mayor preferencia como sustrato a los acidos
grasos saturados (Kiessling & Kiessling, 1993). Los principales productos de la §
oxidacion de acil-CoA son acefato en peroxisomas y oxalacetaio y maleato en
mitocondrias, segun estudio en hepatocitos de rata (Leighton y cols. 1989). La 8
oxidacion es mayor en musculo rojo, seguido de higado, mientras que la menor actividad

oxidativa se encuentra en musculo blanco (Froyland y cofs. 2000).

Los lipidos y los acidos grasos que los componen son, junto a las proteinas, los mayores
constituyentes organicos de los peces, siendo el contenido de lipidos mayor que el de
protefnas, lo que refieja el gran rol que poseen los lipidos y 4cidos grasos como fuente
de energla para el crecimiento de los peces, incluyendo reproduccién y movimiento
(migracion). Los lipidos son la fuente que aporta mayor energia metabolizable,
mantienen la estructura e integridad de la membrana celular, transportan vitaminas y son
la fuente de acidos grasos esenciales, necesarios para el crecimiento normal de los
peces. La deficiencia de acidos grasos provoca una reduccion del crecimiento, de la
sobrevivencia de los peces y una conversién alimenticia pobre causando ademas ofros
problemas en salmonidos como higado graso y padlido, despigmentacion dérmica,

incremento del contenido de agua en el musculo, hinchazén de las mitocondrias y bajos

niveles de hemoglobina (Tacon, 1985).
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El lipido mas importante en todos los animales, incluyendo los peces, que no contiene
acidos grasos es el colesterol, siendo la dieta la mayor fuente de este compuesto. Es el
compuesto mas comun de los hidrocarbonos tetraciclicos, conocidos como esteroles, y
puede existir sin ser esterificado como componente esencial de las membranas celulares
o almacenado en forma de lipido neutro esterificado a un acido graso. El colesterol es
un componente esencial de la membrana celular y por lo tanto critico para la viabilidad y
crecimiento celular. Es también el precursor por el cual esteroides y acidos biliares son
sintetizados. Su inclusién en micelas, formadas por 4cidos biliares en el intestino, facilita
la entrada tanto de colesterol como de acidos grasos a los enterocitos. En estas células,
los lipidos son incorporados en quilomicrones y luego secretados a la linfa para su
distribucion en el torrente sanguineo. En el higado, el colesterol es utilizado para la
sintesis de acido biliar o reincorporado en lipoproteinas de muy baja densidad o VLDL,
que son luego liberadas en el sistema circulatorio. Se ha estudiado que los acidos grasos
poliinsaturados afectan la transcripcion génica mediante cambios en la composicion de
la membrana y sefializacion, produccion de eicosanoides, estrés oxidativo, activacion de
receptores nucleares o modificaciones covalentes de factores de transcripcion
especificos (Jump y cols. 1996). Por lo que |a falta de estos acidos grasos también puede

tener un efecto significativo en estas u otras funciones celulares.
1.3 Gendémica Nutricional en Salménidos

Con el objetivo de implementar estrategias productivas que permitan la seleccion de
individuos que realicen un mejor aprovechamiento de dietas con nutrientes vegetales,
en los ultimos afios se han realizado estudios en trucha arcoiris y salmon del Atlantico

utilizando familias, conducentes a evaluar la respuesta transcripcional a ingredientes




14

vegetales en la dieta. Las familias en peces estan compuestas porindividuos que poseen
la misma base o background genético, los cuales son por lo general hermanos
completos. Palti y cofs. (2006) evaluaron la respuesta de crecimiento en 20 familias de
trucha arcofris alimentadas con una dieta basada en la inclusién de proteina vegetal sin
encontrar diferencias significativas entre familias, y sugiriendo que aquellas cepas
comerciales que obtenfan un mayor crecimiento con proteina animal, debiesen mantener
su mejorado rendimiento al ser alimentadas con Ia dieta vegetal. Pierce y cols. (2008)
evaluaron el crecimiento de 95 familias de trucha arcolris alimentadas con inclusién de
proteina y aceite vegetal, encontrando interaccién significativa entre genotipo y dieta, lo
que significa que las familias que obtienen un mayor crecimiento con la dieta basada en
harina y aceite de pescado, no son necesariamente las mismas familias que creceran |
mas con la dieta vegetal, ya que hay un componente genético que esté influyendo en la
respuesta. Leaver y cols. (2011) evaluaron la respuesta transcipcional en 48 familias de
salmon del Atlantico ante la inclusion de aceites vegetales, y Morais y cols. (2011a;
2011b) estudiaron la respuesta genotipo-especifica de dos familias contrastantes
genéticamente de Salmo salar, evaluando la respuesta transcripcional del higado a la
sustitucion de FO por aceite VO. Dichos estudios concluyeron que existen diferencias en
los resultados obtenidos entre las familias de Ios peces, revelando que no todas las
familias responden igual ante el reemplazo, y que el background genético de los

individuos afectarla la respuesta fisioldgica de los peces a la dieta vegetal.

El uso de programas de mejoramiento genético para mejorar rasgos de importancia
comercial es cada vez mas comun en la acuicultura, combinando seleccién genética con

cambios en la formulacion de alimentos comerciales como aumento en los niveles de

O
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aceite de pescado, puede ser una estrategia viable para satisfacer la demanda mundial
de peces de cultivo sin comprometer el bienestar animal o el valor nutricional (Gjedrem

& Baranski, 2009).

Se sugiere que podria existir una interaccién genotipo-dieta sobre el crecimiento de
peces alimentados con dietas con nutrientes vegetales. Ademas, se han realizado otros
estudios en trucha arcolfris utilizando ingredientes alternativos en ia dieta con el objetivo
de determinar una posible interaccién genética-nutricional (Panserat y cols. 2008),
concluyendo que existe la capacidad de combinar el uso de la genética con herramientas

nutricionales para alcanzar un 6ptimo crecimiento en diferentes familias de salménidos.

En el presente estudio, se buscéd cuantificar la expresién de genes candidatos
involucrados en vias metabdlicas y de sefializacion relacionadas con el metabolismo de
lipidos que se vean afectados por el reemplazo de FO por VO en la dieta en distintas

familias de Saimo safar.

La estrategia de genes candidatos consiste en el estudio dirigido a un gen funcional del
que se conoce o que se tiene sospecha que tiene un rol en el fenotipo de interés
(Fitzpatrick y cols. 2005). En este estudio los genes candidatos a estudiar fueron
identificados y seleccionados a partir de un andlisis de RNAseq en un estudio previo
(Lamy cols., manuscrito en preparacién). En dicho estudio, ejemplares de 35 familias se
S. salar fueron alimentados con una dieta con 50% de aceite vegetal (VO) y una dieta
control (FO), transcurridos 60 dias se estimé la ganancia de peso y se compar6 entre
ejemplares de la misma familia aIimentado§ con dieta VO y FO. Posteriormente se
estimé el valor de cria (PBV) para el rasgo ganancia de peso y se establecié un ranking

del PBV con ambas dietas. El valor de cria se refiere al efecto genético aditivo de un
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rasgo, que corresponde al valor de los genes que seran transferidos a la progenie, se
entiende también como el desempeiio promedio de la progenie de acuerdo al rasgo
medido. Es un valor que se utiliza para Ia eleccién de reproductores de acuerdo a rasgos
de interés (Gondro, 2016). En familias que presentaron mejor y peor respuesta en
crecimiento con la dieta VO, o un mayor y menor valor del PBV, respectivamente, con
dieta VO, se analiz6 el transcriptoma hepatico mediante RNAseq, encontrandose
mayoritariamente genes diferencialmente expresados del metabolismo lipidico. A partir
de estos resultados se realizd una revision y seleccién de genes candidatos de interés
que participen en el metabolismo y homeostasis de lipidos a ser estudiados en el

presente trabajo.

Los resultados del presente estudio podran contribuir al desarrollo de futuras estrategias
de alimentacion de salmoén del Atlantico mediante la identificacion de genes candidatos
asociados a metabolismo de lipidos en aquellos individuos que respondan mejor ante
dietas vegetales en comparacidén a dietas con aceite de pescado y en el futuro, la
identificacion de variantes alélicas en estos genes para incorporarios en programas de

mejoramiento genético utilizando dietas con alto contenido de VO.
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1.4 Hipotesis

La inclusion de ingredientes vegetales como aceite de semillas de raps en la dieta de
Salmo'salar, provocara cambios a nivel de la expresion de genes involucrados en el
metabolismo de lipidos en comparacién a individuos alimentados con dieta de aceite de
pescado, contribuyendo a un metabolismo eficiente y sin afectar el crecimiento de estos

individuos.
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1.5 Objetivo General

Evaluar el efecto de una dieta alta en aceite vegetal, mediante la cuantificacion de la
expresidn génica de genes involucrados en el metabolismo y homeostasis de lipidos en

familias de salmoén del Atlantico (Safmo salar).

1.6 Objetivos Especificos

1. Identificar y seleccionar del transcriptoma hepatico de salman de! Atlantico genes
diferencialmente expresados involucrados en el metabolismo de lipidos en

individuos alimentados con dieta VO.

2. Desarrollar y estandarizar un protocolo de RT-QPCR para los genes
diferencialmente expresados seleccionados involucrados en el metabolismo de

lipidos.

3. Cuantificar la expresién de genes involucrados en el metabolismo y homeostasis

de lipidos de salmén del Atlantico alimentados con dieta VO y FO.

4. Comparar la respuesta a la dieta VO y FO en la expresion génica en distintas

familias de Salmo safar,
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencién de Muestras y Dietas

Las muestras para el presente estudio se obtuvieron a partir de un ensayo nutricional
realizado el afio 2010, en 35 familias de Sa/mo salar. Estas familias fueron provistas por
la empresa Aqua Chile S.A. Al comienzo del experimento los peces de cada familia
fueron pesados y disiribuidos al azar en dos estanques al aire libre en el centro
experimental de Castro de BioMar Chile, cuidando que todas las familias estuviesen
representadas en ambos estanques. Los peces de cada estanque fueron alimentados
durante dos meses con dos dietas, una para cada estanque, la primera fue una dieta
comercial control con 100% proteina proveniente de harina de pescado (HP) y 100% de
lipidos provenientes de aceite de pescado, llamada FO (n=504), y la segunda, una dieta
vegetal (VO), con 100% de la proteina proveniente de harina de pescado, y los lipidos
provenienies 50% de aceite de pescado y 50% de aceite vegetal de semilla de raps
{n=502). La composicion de cada dieta se detalla en la Tabla 1. Después de dos meses,
los peces de ambos estanques fueron pesados y se calculd la ganancia de peso (APeso)
y €l valor de cria (PBV) de cada familia para este rasgo. Segtin estos célculos, el total
de los individuos alimentados con dieta VO presentaron un mayor crecimiento con una
ganancia de peso promedio de 134,15 £ 53,53 g y un peso final promedio de 289,84 g,
que los individuos alimentados con la dieta FO, con una ganancia de peso de 106,85 +

49,12 g y un peso promedio final de 237,45 g (Villalobos, S., 2012).
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Tabla 1: Dietas experimentales, ingredientes y composicién quimica.

Dieta Control Dieta Vegetal
Dieta
Ingredientes FO Vo
% plp) (100% HP, 100% (100%HP, 50% FO
FO) 150% VO)

Harina de Pescado 40,0 40,0
Aceite de Pescado 23,5 11,3
Aceite Vegetal - 11,3
Trigo 16,6 16,8
Harina de Plumas 7,0 7.0
Harina de Visceras 7,3 7.3
Gluten de Maiz - -
Girasol - -
Soya Desgrasada - -
Micro Nutrientes 2,3 2,5
Composicion Quimica (%)
Protelnas 39,0 39,0
Lipidos 29,6 28,8
Cenizas 7.1 7,1
Fibra 0,6 0.6
Humedad 10,5 11,0
Proteina digestible (%) 33,1 33,1
Energia digestible (%) 18,8 18,8

% p/p: porcentaje peso/peso, HP: Harina de pescado
2.2 Seleccion de familias de Salmo salar para el estudio de la expresién génica

Se seleccionaron las familias con el mayor cambio en el valor de cria al ser alimentados
con la dieta VO. Se seleccionaron las familias 17 y 19, que aumentaron su valor de PBV

(FPBV, change in favor of the predicted breeding value) al ser alimentadas con VO en
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comparacion con el valor de PBV obtenido con la dieta FO y a las familias 24 y 34 que
disminuyeron su valor de PBV (APBV, change against of the predicted breeding value)
al ser alimentadas con la dieta VO en comparacién al PBV obtenido con la dieta FO. Con
fines comparativos se utilizaron de 4 a 6 muestras de ejemplares de cada una de las
familias mencionadas alimentadas tanfo con dieta VO y FO, sumando un total de 20
muestras analizadas. El detalle de las variables de crecimiento medidas en un estudio

previo (Villalobos, S., 2012), se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Variables de crecimiento de las familias seleccionadas medidas luego de 60
dias de alimentacion con dietas experimentales. Peso final promedio, ganancia de
peso promedio y PBV calculado para cada familia.

Dieta FO Dieta VO
Familia PBV PesoFinal APeso: PBV Peso Final APeso % PBY  Sig.
ts.d s.d *s.d s.d

17 FPBV 22574449 7761263 -114 30024888 13784553 95 A
19 FPBV 27841680 12121425 1,2 3050%79,8 147,74539 209 B
24 APBV 22774411 10821449 34 257,0683 10461515 -12,2 C

34 APBV 218,1+258 11854634 66 297,1+89,8 132,71596 22 A

Las distintas letras indican promedios de Apeso significativamente diferentes (p < 0,05). APeso:
ganancia de peso, s.d: desviacidn estandar, PBV: valor de cria.

2.3 Extraccion de RNA y Sintesis de cDNA

Se exirajo el higado de cada individuo de las familias seleccionadas y se realizé una
extraccion de RNA total con trizol (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se midi6 la concentracién y pureza da cada extraccion por espectrofotometria en Epoch
(Biotek). Las muestras fueron conservadas a -80 °C, 2 ug de RNA total se traté con
DNAsa |, libre de RNasa (Thermos Scientific) y luego se realizé la retrotranscripcion

utilizando el kit RevertAid Reverse Transcriptase (Thermos Scientific), utilizando

oligo(dT) para la reaccién. Finalmente, el cDNA de cada muestra fue diluido 1:10 con
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agua DEPC y se midié su concentracién mediante espectrofotometria en Epoch (Biotek).
La visualizacion del cDNA se realizd en geles de agarosa al 1%, cargando 5 pL de cada
muestra, con tincion con bromuro de etidio y utilizando un fransiluminador UV (Fotodyne

Incorporated).
2.4 Seleccion de genes candidatos

Para la seleccion de genes se utilizé la informacién del andlisis de RNAseq realizado
previamente (Lam y cols., manuscrito en preparacion) con las familias alimentadas con
dieta VO, el cual revel6 que las familias que cambian a favor el lugar en el ranking del
valor de cria para ganancia de peso (FPBV), presentaron 105 genes diferenciaimente
expresados (DE) comparadas con las familias que su valor de crfa cambijé en contra del
valor de cria (APBV) con la dieta VO. El andlisis de enriquecimiento de Gene Onfology
(GO) mostré que la categoria méas representada correspondié a metabolismo de lipidos,
especificamente biosintesis de acidos grasos, seguido de la respuesta inmune y la
transduccion de sefiales y el transporte molecular. A partir de estos resultados, se
seleccionaron aquellos genes DE que tuviesen un rol esencial en el metabolismo
completo de los 4cidos grasos, desde su transporte, biosintesis y oxidacion. Ademas, se
incluyeron genes que no presentaron expresion diferencial, pero han sido estudiados por
otros autores y poseen un papel relevante en el metabolismo lipidico. Los genes acace,
cptl, fasn, A6fada, fabp3, cyp7a y ppary presentaron expresion diferencial segun el
analisis de RNAseq, los primeros 5 estén involucrados en el metabolismo de lipidos,
mientras que cyp7aty ppary participan en la via de sefializacién de PPAR junto a ppara,
srebp y apoa4, genes que no presentaron expresion diferencial. Por tltimo, como genes

de referencia se seleccionaron tres genes housekeeping: Bactina, eflaa y ef1aB, que

han sido utilizados previamente en estudios de ofros autores en S. salar (Olsvik y cols.
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2005). El detalle de cada uno de los genes seleccionados se muestra en la seccién

Resultados.

2.5 Diseiio de partidores

Para cada gen seleccionado y para los genes housekeeping se obtuvieron los partidores
de la literatura o fueron disefiados utilizando la herramienta Primer-BLAST de NCBl y el
programa Amplifix 1.6.2 (Jullien, 2013) (Tabla 3). La especificidad de los partidores fue
revisada utilizando el algoritmo de alineamiento de secuencias BLAST (Altschul y cofs.
1980) y confirmado por PCR convencional con el cDNA. El disefio de partidores se
realiz6 bajo los siguientes criterios, con el fin de obtener productos de PCR adecuados

para su posterior analisis por qPCR:

1. Tamafio del amplificado entre 50 - 150 pb.

2. Temperatura éptima de unién de los partidores 60 °C

3. Tamario de los partidores entre 17 — 25 pb.

4. No deben formar horquillas ni ser complementarios entre sf, de manera que no
formen dimeros.

5. Porcentaje de GC superior a 40%.

2.6 PCR cuantitativo en tiempo real, RT-gPCR

Se realizé un two-step gPCR en el equipo Eco (llumina), en el cual la reaccién de
retrotranscripcion y amplificacion se realizan por separado. El RT-gPCR cuantifica el
DNA o RNA de una muestra mediante emision fluorescente. Es una técnica con alto

rango dinamico, gran sensibilidad, altamente especifica y posee poco procesamiento

post amplificacion. Para la reaccién de amplificacion se utilizé el kit Maxima SYBR
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Tabla 3: Partidores utilizados para la amplificacién de los genes candidatos de interés.

Gen Secuencia (5’ - 3') Tamaiio Tm GenBank Referencia
partidor (°C} Accession N°
{pb)
acaca GGCAGAGACATCTGCTAACG 20 56 XP_001919815.3 *
ACAAGGTCAGCTGGCAGAAT 2 56
cypia AAGACCATGCTGGCTGAGAACTTG 24 60 BT059202.1 *
GCCTTGCTCAGGTCATTGAAGGTT 24 60
cpt! GTACCAGCCCCGATGCCTTCAT 2 60 AM230810 Norambuena
TCTCTGTGCGACCCTCTCGGAA 2 60 2015
fabp3 CACCGCTGACGACAGGAAA 19 56 AY509548 *
TGCACGTGAACCATCTTACCA 21 56
fasn ACCGCCAAGCTCAGTGTGC 19 56 DW551385 Norambuena
CAGGCCCCAAAGGAGTAGC 9 56 2015
Abfada CCCCAGACGTTTGTGTCAG 19 56 AY458652 Zheng
CCTGGATTGTTGCTITTGGAT 20 56 2005
ppara TCCTGGTGGCCTACGBATC 19 56 DQ294237 Kleveland
CGTTGAATTTCATGGCGAACT 21 56 2006
ppary CATTGTCAGCCTGTCCAGAC 20 56 AJ416951 Kleveland
TTGCAGCCCTCACAGACATG 20 56 2006 |
srebp GCCATGCGCAGGTTGTTTCTTCA 23 60 TC148424 Morais |
TCTGGCCAGGACGCATCTCACACT 24 60 2011 ‘
apoad CCCAAACCAACACCACTCCT 20 56 BT047465 Morais {
GGTITATATTTCTCACCCTGCAC 23 56 2012
effaB GATGGTAACGCCAACGGT 18 60 BGO33853 *
ACCGCCGATTTTGTAGACAT 20 60
effaa ACGCCAATGGTGTGACTCTG 20 60 NM_001123629.1 *
GCCCACAGGTACAGTTCCAA 20 60
bactin GAGCGCGGTTACAGTTICAC 20 56 NM_001123525.1 *
GCCCATCTCCTGCTCAAAGT 20 56

*Partidores disefiados en este frabaje.
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Green/ROX gPCR Master Mix (Thermos), con una modificacién del volumen final de
reaccion de 12 pL, con 2 pL de cDNA, 0,3 uM de cada partidor y 6 pL de Maxima SYBR
Green/ROX qPCR Master Mix. El perfil térmico utilizado para la amplificacion fue: 95 °C
por 10 min, seguido de 50 ciclos a 95 °C por 15 s y 56 °C o0 60 °C dependiendo del gen
(Tabla 3) por 1 min, para terminar, se incluyd una etapa de disociacién a 95 °C por 15 s,
53 0 66 °C por 15 s y 95°C por 5 min para asegurar la amplificacién de un tinico producto.
Se verifico la especificidad de cada amplificacion mediante andlisis de curvas de melting
y la ausencia de dimeros de partidor, mediante el software EcoStudy (lllumina). Todas
las muestras fueron ensayadas para todos los genes en triplicado (3 réplicas biolégicas)
y se realizaron dos réplicas técnicas. En cada placa se incluy6 un control negativo sin
cDNA para confirmar la ausencia de contaminantes. Ademas, se incluyé una muestra
extra en duplicado en cada placa para disminuir {a varianza inter-ensayos. Los datos
fueron analizados mediante el método comparativo Ct (222¢) (Livak & Schmittgen,
2001), modelo matematico que calcula los cambios en la expresién génica como la
diferencia relativa entre una condicién experimental y control (Wong & Medrano, 2005).
Ct (Cycle threshold) representa el ciclo de amplificacion al cual Ia emisién fluorescente

sobrepasa el umbral e indica el nimero de copias de material inicial en la muestra.

Se realiz6 una curva estandar para cada gen con e! mismo perfil térmico, graficando los
valores de Ct versus el logaritmo en base 10 de 7 distintas diluciones de una solucién
con 10 muestras control (alimentadas con FO), con esto se obtuvo la eficiencia de cada
partidor con la férmula E=10t%sore} (Pfaffl, 2001), dato que se incluye en el modelo

matematico utilizado para el analisis. Todos los partidores tuvieron una eficiencia de

amplificacién entre 83 a 100%.
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Para la normalizacion y analisis de los datos de expresion de RT-qPCR de los genes de
interés, se cargaron los datos de expresion relativa de los genes de referencia en el
software geNorm (Vandersompele, de peter, 2002), e! cual calcula los valores de
estabilidad de expresion génica, y elige aquellos genes de referencia cuya expresién es

constante entre tratamientos.
2.7 Analisis estadistico

La significancia estadistica de la expresién relativa de cada gen fue medida mediante el
software REST (Pfaffl y cofs., 2002) con una prueba de randomizacion de a pares al azar

(10.000 randomizaciones), con una correccién de la eficiencia y un analisis de varianza

de dos vias (ANOVA) con significancia de p < 0,05.
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RESULTADOS

3.1 Seleccidon de Genes Candidatos

Los criterios de seleccién de los genes candidatos a analizar en este estudio son que
éstos se encontraran diferencialmente expresados segun el andlisis de RNAseq previo
(Lamy cols., manuscrito en preparacion) al alimentar a los individuos con dieta VO, que
participen en el metabolismo y homeostasis de lipidos en S.salar y que hayan sido
identificados en la secuencia genémica de esta especie (SalmonDB, Di Genova y cols.,
2011). Sin embargo, también fueron incorporados genes que no se encontraron DE en
el analisis de RNAseq, pero que han sido estudiados por otros autores y pueden tener
un rol importante en la adaptacién de S. salar a la dieta VO. Dicho esto, los genes
candidatos seleccionados para cuantificar su expresién mediante RT-gPCR se detallan

en la Tabla 4.
3.2 PCR cuantitativo en tiempo real, RT-gPCR.

Los genes de referencia para el andlisis de expresién relativa, escogidos por su
expresion constante entre tratamientos fueron g-actina y effapg. effaa no fue utilizado
para la normalizacion de los resultados de expresion génica debido a que su expresion
no fue uniforme entre los fratamientos (dieta FO y VO). Tanto los genes de referencia
como los genes de estudio amplificaron fragmentos especificas y no formaron dimeros .
de partidor, evidenciado por las curvas de melting obtenidas, con un Unico peak.
Ademas, se realizé una curva estandar para cada gen a partir de la cual se obtuvo la
eficiencia de amplificacién de éstos, datos que se muestran en la Tabla 5 (P4gina 32). A

continuacion, se muestra un ejemplo de curva de amplificacion, curva de mefting y curva

estandar (Figura 4 A, By C) obtenidas al amplificar el gen effag.
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3.3 Analisis de Expresién Relativa de los Genes de Interés

Para evaluar el efecto de la dieta en las 4 familias seleccionadas sobre la expresion

relativa de los genes de inferés, se realizaron tres andlisis comparativos que incluyen:

3.3.1 Comparacion de la expresién génica de todos los individuos analizados
alimentados con dieta VO versus todos los individuos analizados alimentados
con dieta FO.

Tabla 5: Valores promedio de amplificacion Ct obtenidos para cada gen en la

comparacion de todos los individuos alimentados con dieta VO (n=10) versus
todos los individuos alimentados con dieta FO (n=10).

Dieta FO Dieta VO
Gen E (%) Ctpromediotsd Ctpromedio+sd Expresién p-value
(logFC)
ppary 83 257114 25919 0,98 0,594
ppara 81 26,7+1,3 258+1,5 0,98 0,016*
apoad 97 19,5+29 16,5+1,5 1,13 0,015*
A6fadee 100 206+1,0 20,8+ 3,1 0,68 0,041*
fahp3 100 16,0+ 1,0 222+20 0,61 0,016*
fasn 100 269+15 248 +33 1,35 0,057
cyp7a 100 251+24 26,56+23 0,93 0,047*
cptl 97 260%16 265+1,8 0,89 0,016"
srebp 100 26,111 265114 1,01 0,323
acaca 100 32,527 30,7+ 1,3 1,17 0,000*

E=eficiencia, Ct=Cycle threshold, sd=desviacion estandar, logFC=logaritmo fald change,
*representa diferencias significativas entre promedios segtn test de ANOVA p<0,05.

Al comparar la expresién diferencial de los individuos alimentados con la dieta VO versus
fos individuos alimentados con la dieta FO, se encontraron 7 de los 10 genes estudiados

con expresion diferencial estadisticamente significativa (Tabla 5).

Con respecto a la biosintesis de 4cidos grasos, el transcrito del gen A6fadq, a diferencia
de ofros estudios (Xue y cols. 2015), resulté sub-expresado en la dieta VO en

comparacion a la dieta FO (Figura 5), con un logFC de 0,68. El transcrito del gen acaca
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aumenté su expresion 1,17 veces en los individuos alimentados con la dieta VO,

indicando una mayor conversion de acidos grasos a DHA.
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Figura 5: Patrones de expresion relativa de
genes relacionados a la sintesis de 4acidos
grasos al comparar todos los individuos
alimentados con dieta VO vs FO. Las barras
representan el error estandar de n=10 en cada
cateaoria.
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Figura 6: Patrones de expresion
relativa de genes relacionados a la
oxidacion de acidos grasos al comparar
todos los individuos alimentados con
dieta VO vs FO. Las barras representan
el error estandar de n=10 en cada

Los genes relacionados a la oxidacion de acidos grasos resultaron bajo expresados en

los individuos alimentados con la dieta VO, obteniendo valores de logFC de 0,89 y 0,98

para los genes cpt/ y pparea, respectivamente (Tabla 5, Figura 6). Estos resultados

indican que la dieta afecta el metabolismo de lipidos de Salmo salar, disminuyendo la

B—oxidacion, en conjunto en peroxisomas y mitocondrias.

En cuanto al transporte de acidos grasos, el gen apoa4 resulté sobre-expresado en los

individuos alimentados con la dieta VO, mientras que el gen fabp3 disminuyé su

expresion en la misma dieta, con un logFC de 0,61 (Tabla 5, Figura 7).

En relacion al metabolismo de colesterol, el unico gen que resulté diferencialmente

expresado, disminuyendo su expresion en esta comparacion es el gen cyp7a (Figura 8),

cuya funcion es utilizar el colesterol disponible para transformarlo en 4acidos biliares.
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Figura 7: Patrones de expresion relativa de
genes relacionados al transporte de acidos
grasos al comparar todos los individuos
alimentados con dieta VO vs FO. Las barras
representan el error estdndar de n=10 en
cada categoria.
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cyp7a
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Figura 8: Patron de expresion relativa
del gen cyp7a, involucrado en el
metabolismo de colesterol, al
comparar los individuos alimentados
con dieta VO vs FO. Las barras
representan el error estandar de n=10
en cada cateqoria.

3.3.2 Comparacion de la expresion génica de las familias FPBV (F17 y F19)

alimentadas con la dieta VO (n=6) versus individuos de las mismas familias

alimentadas con la dieta FO (n=6).

Al comparar la expresion diferencial de los individuos de las familias 17 y 19 (FPBV)

alimentados con la dieta VO versus ejemplares de las mismas familias, pero alimentados

con la dieta FO, se observo que la dieta VO afecta la expresion de distintos genes en las

familias FPBV (Tabla 6 y 7). La familia 17 presenté una disminucién significativa en la

expresion del gen A6fada (Figura 9), mientras que en la familia 19 (Figura 13, pagina 36)

se observo sobre-expresado, sugiriendo una respuesta genotipo-especifica a la dieta.

El resto de los transcritos relacionados a la sintesis de acidos grasos en la familia 17,

como el del gen fasn resulté sobre expresado en los individuos alimentados con la dieta

VO, con un logFC de 2,02, mientras que el gen acaca aumenté su expresion en éstos

1,12 veces, ambos favoreciendo la sintesis de acidos grasos de cadena larga (Figura

13).
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Tabla 6: Valores promedio de amplificacion (Ct), obtenidos para cada gen en los individuos

de la familia 17 alimentados con dieta control

FO (n=3) y dieta VO(n=3).

Dieta FO Dieta VO
Gen Ct promedio + sd Ct promedioxz sd Expresiébn  p-value
(logFC)
ppary 245+ 0,7 26,2+0,6 1,31 0,107
ppara 246+ 04 27,7+1,0 0,94 0,330
apoa4 18,3+ 1,8 18,2+1,2 1,15 0,094
Abfada 19,7+0,9 229+04 0,86 0,000*
fabp3 19,6 £ 0,1 214+0,1 1,19 0,001*
fasn 244 +04 19,8+ 0,6 2,02 0,017*
cyp7a 232+0,3 26,8+3,0 1,04 0,015*
cpt! 247+04 298+09 0,89 0,000*
srebp 254109 256+1,1 1,10 0,001*
acaca 304 +£37 31,2+21 1,12 0,010*

E=eficiencia, Ct=Cycle threshold, sd=desviacién estandar, logFC=logaritmo fold change,
*representa diferencias significativas entre promedios segun test de ANOVA p<0,05
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Figura 9: Patrones de expresion relativa de genes
relacionados a la sintesis de &cidos grasos en la
familia 17 al comparar los individuos alimentados
con dieta VO vs FO. Las barras representan el error
estandar de n=3 en cada categoria.
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Figura 10: Patron de expresion
relativa del gen cpt/ involucrado en la
oxidacion de acidos grasos en la
familia 17 al comparar los individuos
alimentados con dieta VO vs FO. Las
barras representan el error estandar
de n=3 en cada categoria.

La baja expresion del gen cptl, involucrado en la activacién de acidos grasos para su

oxidacion en mitocondrias, sugiere una baja actividad oxidativa en este organelo en la

familia 17 (Figura 10).

En ambas familias, los genes que participan en la biosintesis de colesterol (srebp, cyp7a)

aumentan su expresion con la dieta VO (Figura 11 y 12). srebp presenté cambios en su




expresion de 1,10y 1,45 para las familias 17 y 19 respectivamente (Tabla 6 y 7), mientras

que cyp/a obtuvo un logFC de 1,29 en la familia 19 (Tabla 7)
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Figura 11: Patrones de expresion
relativa de genes relacionados al
metabolismo de colesterol, de la familia
17 al comparar individuos alimentados
con dieta VO vs FO. Las barras
representan el error estandar de n=3 en
cada categoria.
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Figura 12: Patrones de expresion
relativa de genes relacionados al
metabolismo de colesterol, de la familia
19 al comparar individuos alimentados
con dieta VO vs FO. Las barras
representan el error estandar de n=3 en
cada categoria.
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En la familia 19 se encontraron mas genes diferencialmente expresados que en la familia

17 en respuesta a la dieta VO. Todos los genes relacionados a la sintesis de acidos

grasos de cadena larga en esta familia se vieron sobre-expresados con diferencias

estadisticamente significativas, A6fada (logFC 1,41), fasn (logFC 1,29) y acaca (logFC

1,24) (Tabla 7, Figura 13). En esta familia también se vieron afectados por la dieta genes

asociados al transporte de acidos grasos (Figura 14), el transcrito del gen apoa4 resulté
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Figura 13: Patrones de expresion
relativa de genes relacionados a la
sintesis de acidos grasos en la
familia 19 al comparar los
individuos alimentados con dieta
VO vs FO. Las barras representan
el error estandar de n=3 en cada
categoria.
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sobre-expresado con un logFC de 1,34 y fabp3 disminuy6 su expresion 0,88 veces

(Figura 14). En relacion a la oxidacion de acidos grasos, ésta solo se vio afectada en

peroxisomas, donde el gen ppara se encuentra sobre expresado (Figura 15).
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Figura 14: Patrones de expresion relativa de
genes relacionados al transporte de &cidos
grasos en la familia 19 al comparar los individuos
alimentados con dieta VO vs FO. Las barras
representan el error estdndar de n=10 en cada

categoria.
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Figura 15: Patron de expresion
relativa del gen ppara, involucrado
en la oxidacion de acidos grasos en

la familia 19

al comparar los

individuos alimentados con dieta
VO vs FO. Las barras representan
el error estandar de n=10 en cada

categoria.

Tabla 7: Valores promedio de amplificacion (Ct), obtenidos para cada gen en los
individuos de la familia 19 alimentados con dieta control FO (n=3) y dieta VO (n=3).

Dieta FO Dieta VO
Gen Ct promedio + sd Ct promedio + sd Expresion p-value
(logFC)

ppary 256+0,9 26,2+04 1,00 0,225
ppara 27,5+ 0,6 257105 1:11 0,042
apoa4 20,8+3,6 17,2+ 0,8 1,34 0,036*
Abfada 21,0+0,8 21.7T+23 1,41 0,032*
fabp3 202+04 214+12 0,88 0,002*
fasn 283+ 1.0 259+0,8 1,29 0,001*
cyp7a 26,8+1,9 248+0,9 1,29 0,039
cptl 26,2+14 26,8+1,2 1:10 0,641
srebp 293+1,2 259+0,8 1,45 0,001*
acaca 33816 30,2+ 0,3 1,24 0,003*

E=eficiencia, Ct=crossing point, SD=desviacion estandar, logFC=logaritmo fold change,
*representa diferencias significativas entre promedios segun test de ANOVA p<0,05
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3.3.3 Comparacion de la expresion génica entre las familias FPBV (n=6) versus las

familias APBV (n=4) alimentadas con dieta VO.

Al comparar la expresion diferencial de los ejemplares de las familias 17 y 19 (FPBV)
versus los ejemplares de las familias 24 y 34 (APBV) alimentados con la dieta VO, se
puede observar que las familias FPBV y APBV responden de forma diferente a la
inclusion de VO en la dieta. Los genes ppara (FC: 0,91), cpt/ (FC: 0,85), apoa4 (FC: 1,93)
y A6fad (FC: 0,48) disminuyen su expresion en las familias FPBV en comparacién con
las familias APBV (Tabla 8, pagina 40), sugiriendo una baja actividad de biosintesis de

acidos grasos (Figura 16), B-oxidativa (Figura 19) y de transporte de &cidos grasos

(Figura 18).
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Por otro lado, la sobre-expresion de cyp7ay srepb en las familias FPBV en comparacion
a las familias APBV, sugiere una mayor actividad de biosintesis y metabolismo de
colesterol en respuesta a la dieta VO en dichas familias (Figura 17).

En cuanto al transporte intra y extra celular de lipidos, solo se obtuvo una sobre-
expresion del transcrito del gen apoa4 en las familias FPBV, indicando que existiria un
eficiente transporte de acidos grasos y colesterol, absorbidos desde la dieta, desde la

membrana externa del intestino hacia el lumen del higado (Figura 18).
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En las familias APBV se encuentran sobre-expresados genes relacionados a la oxidacion
de acidos grasos (ppara y cptl) (Figura 19). La sobre-expresion de ppara también influye
en la abundante expresion de A6fad, sugiriendo una alta conversion de 4cidos grasos de

16y 18 carbonos, abundantes en la dieta VO, a 4cidos grasos de cadena larga.
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Figura 17: Patrones de expresion relativa de genes Figura 18: Patron de expresion
involucrados en el metabolismo de colesterol al relativa del gen apoa4, involucrado
comparar las familias FPBV vs APBV alimentadas en el transporte de &cidos grasos,
con dieta VO. Las barras representan el error al comparar las familias FPBV vs

estandar para n=4 (APBV) y n=6 (FPBV). APBV alimentadas con dieta VO.
Las barras representan el error

estandar para n=4 (APBV) y n=6
(FPBV).

ppara
Figura 19: Patrones de expresion
relativa de genes relacionados a la
oxidacién de acidos grasos al
comparar las familias FPBV vs
APBV alimentadas con dieta VO.
Las barras representan el error
estandar para n=4 (APBV) y n=6
(FPBV).
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Tabla 8: Valores promedio de amplificacién (Ct), obtenidos para cada gen en las

familias APBV y FPBV alimentadas con dieta VO.

Familia APBV Familia FPBV
Gen Diefa Ct promedio + sd Ct promedio * sd Expresién p-value
(logFC)
ppary VO 259+ 21 26,2+0,3 1,01 0,432
ppara VO 245+0,8 272+16 0,91 0,042*
apoa4 VO 15,4 £0,5 18,1+1,6 1,93 0.002*
Abfadee VO 17310 23,7+14 0,48 0,000*
fabp3 VO 224129 220x1,2 1,156 0,059
fasn VO 244 +04 21,121 1,70 0,018*
cyp7a VO 274+23 246+172 1,07 0,010*
cptl VO 245+1,2 28223 0,85 0,041*
srebp VO 275+15 258+1,0 1,09 0,038*
acaca VO 29,7+13 30,918 0,98 0,274

E=eficiencia, Ct=Cycle threshold, sd=desviaci6n estandar, logFC=logaritmo fold change,
*representa diferencias significativas entre promedios segun test de ANOVA p<0,05
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DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue analizar el perfil de expresion génica en el higado de
familias de S. salar alimentadas por un periodo de 60 dias con una dieta alta en aceite
vegetal de semillas de raps en reemplazo del aceite de pescado. Se estudio el higado
ya que es el principal érgano involucrado en la utilizacién de nutrientes y es el centro del
metabolismo intermediario en animales, cumple un rol importante en la absorcion
nutricional a partir de Ia dieta, y tiene funciones particulares en la distribucion de lipidos
de la dieta, sintesis de lipidos de novo y participa en las vias de detoxificacion y excrecion

(Panserat y cols. 2009).

Se utilizé RT-qPCR para cuantificar la expresion de los genes seleccionados desde las
vias del metabolismo de lipidos afectadas por [a inclusién de aceite vegetal de semillas
de raps en la dieta de S. salar, segun analisis de RNAseq previo a este estudio (Lam y
cols., manuscrito en preparaéibn). El uso de herramientas moleculares y gendmicas se
ha vuelto muy importante para detectar cambios fisiologicos y mecanismos biogquimicos
imposibles de detectar a nivel macroscépico. De las tecnologfas genémicas disponibles
en la actualidad, RT-qPCR es considerada una técnica de alta sensibilidad, especificidad
y cuantificacién reproducible de &cidos nucleicos, la que permite la deteccién y
cuantificacion de bajas concentraciones de mRNA y asi elucidar cambios muy pequefios
en la expresién génica (Pfaffl y cols. 2002). Sin embargo, una variedad de parametros
técnicos como calidad de RNA y cDNA, especificidad del partidor, eficiencia de reaccion
y los genes utilizados para normalizacién condicionan en gran medida la calidad de los

resultados de RT-gPCR. Esta herramienta permite aumentar el conocimiento de como
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la nutricion influye en los procesos metabolicos y el control homeostatico de los lipidos

debido al cambio de dieta en familias de salmén del Atlantico.

Debido a la disminucion de las capturas de peces silvestres destinados para elaborar
aceite y harina de pescado y el aumento de los precios de estas materias primas, es que
muchas de las investigaciones de la industria acuicola apuntan a encontrar nuevas
fuentes alimenticias con alta disponibilidad y que no comprometan la salud de los peces
y la calidad de la carne en salmoénidos y otras especies de cultivo. Es asi que, varios
autores han estudiado la respuesta de los peces al reemplazo de FO por VO en la dieta,
como aceite de semillas de raps (Bell y cols. 2001; Jordal y cols. 2005), de linaza (Bell y
cols. 2001; Rosenlund y cols. 2001), de palma, girasol (Torstensen y cols. 2000),
camelina (Xue y cols. 2015), entre otras. Estos estudios han evaluado los factores de
crecimiento, andlisis de expresion génica y composicion de acidos grasos en distintos
tejidos. Han demostrado que es posible reemplazar FO por VO, ya sea una mezcla de
aceites de distintos origenes o de uno solo, sin afectar el crecimiento o la eficiencia de
alimentacién en los peces. Similares resultados se encontraron en este estudio, donde
los peces alimentados con VO obtuvieron incluso una mayor ganancia de peso

comparado con los peces alimentados con FO.

Los aceites vegetales no contienen acidos grasos del tipo omega 3 con mas de 18
carbonos y mas de tres dobles enlaces, éstos, contienen altos niveles de acidos grasos
saturados, MUFA y acidos grasos del tipo omega 6 (Torstensen y cols. 2000). En este
contexto, el aceite de semillas de raps se presenta como una buena alternativa
sustentable de reemplazo del aceite de pescado ya que posee niveles moderados de

18:2(n-6) y 18:3(n-3), a una razon de 2:1 respectivamente, y abundante 18:1(n-9) (Bell y




43

cols. 2001), y ha sido utilizada con éxito en varios estudios previos (Bell y cofs, 2001;
Bell y cols. 2003; Torstensen y cols. 2004). Posee una alta disponibilidad, siendo el tercer
vegetal con mayor produccién de aceite en el mundo, luego del aceite de soya y paima
(FAO, 2015). Hay poca informacion disponible sobre la influencia de los 4cidos grasos
de origen vegetal sobre la absorcion, el transporte y la utilizacién de 4cidos grasos en
salmon del Atlantico. Se ha reportado que la digestibilidad de acidos grasos saturados y
MUFA en peces, es en general menor comparado con la digestibilidad de PUFA, ya que
la absorcidn de &cidos grasos aumenta con el aumento en la saturacién y en el largo de

éstos (Torstensen y cols. 2000).

El andlisis general de los resultados obtenidos en este estudio (Tabla 9), indicaria que e!
proceso de sintesis de acidos grasos de cadena larga estaria involucrado en la respuesta
ala inclusién de VO en la dieta, dado el aumento en los niveles de transcrito de los genes
involucrados en este proceso. Esto se deberia principalmente a la carencia parcial de
este tipo de acidos grasos en la dieta VO, por lo que aumentaria la sintesis de PUFA a
partir de los acidos grasos de 16 y 18 carbonos predominantes en la dieta VVO. Estos
resultados son positivos para considerar el reemplazo de FO por VO en la dieta de los
peces de cultivo, ya que los peces compensarian la falta de PUFA en la dieta mediante
el aumento de la sintesis de éstos a partir de los sustratos disponibles. La habilidad de
conversion de acidos grasos de 18:3(n-3) y 18:2(n-6) predominantes en la dieta VO, a
sus productos de cadena larga 20:5(n-3), 22:6(n-3) y 20:4(n-6), ha sido evaluada y
establecida con éxito en salmén del Atlantico, mediante marcaje de 4cidos grasos con
“C (Bell y cols. 2001). Ademas, los acidos grasos del fipo (n-6) y (n-3) poseen una

habilidad Unica de suprimir la transcripcién de genes hepéticos que codifican enzimas
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lipogénicas y glicoliticas (Clarke y cofs. 1997), por lo que la baja concentracién de este

tipo de acidos grasos en la dieta VO reduciria esta supresion, lo que se traduce en un

aumento en la expresion de genes como A6fada, fasn y acaca que participan en la via

de sintesis de 4acidos grasos de cadena larga, en comparacién a los individuos

alimentados con la dieta control FO. Estos efectos de supresion de la transcripcion por

parte de los &cidos grasos (n-6) y (n-3) pueden ser eliminados en 3 horas al quitar estos

PUFA de la dieta (Jump y cols. 1994), esta respuesta transcripcional tan rapida sugiere

que los acidos grasos modulan directamente eventos nucleares en vez de cambios en

las vias de sefializacion por alteraciones en la composicion de las membranas celulares

(Clarke y cols. 1997).

Tabla 9: Resumen de resultados de los cambios de expresion relativa en respuesta a la

dieta VO con respecto a la dieta FO.
Ruta gen | VO s FO Familia 17 Familia 19
Transportede  fobp3 | 78

acidosgrasos  opoad
Sintesis éfad
de fasn
acidos grasos acac
Oxidacion pparj
de ppara
acidos grasos cptl
Metabolismo srebp
de Colesterol  cyp7a

Valores corresponden al logFC, color rojo representa sobre-expresion, color verde representa sub-

expresion.

Las actividades de desaturacion y elongacion de 18:3(n-3) en hepatocitos aumentarian

cuando salmén del Atlantico es alimentado con distintos grados de sustitucion de FO por
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aceite de semillas de raps o una mezcla 1:1 de aceite de semillas de raps y linaza, en
comparacién a hepatocitos de individuos alimentados con aceite de pescado (Bell y cols.
2001; Tocher y cols. 2001). La expresion de A5 y A6 desaturasas y elongasas también
se ve aumentada de manera gradual al aumentar la cantidad de aceite vegetal (Zheng y
cols. 2004). En este estudio la familia que respondi6é al aumento en la expresion de

desaturasas fue la 19, con una sobre expresién del gen A6fada.

En la familia 19 el nimero de genes diferencialmente expresados es mayor, indicando
un mayor efecto de la dieta sobre la biosintesis de acidos grasos, donde los tres genes
seleccionados (A6fada, fasn y acaca) involucrados en este proceso se vieron
significativamente sobre expresados, lo que corrobora tanto lo encontrado en el andlisis
de RNAseq (Lam y cols., manuscrito en preparacién) como lo encontrado por otros
estudios (Xue y cofs. 2015). Estudios que han medido tanto la expresion génica como la
actividad enzimatica de genes relacionados a i{a via de biosintesis de HUFA, han
demostrado que los niveles de HUFA en los tejidos de salmén se ven reducidos al
reemplazar FO por VO (Leaver y cols. 2008), y los niveles de mRNA de desaturasas,
como A6fada se ven incrementados junto con la sintesis de HUFA. La sobre expresion
del gen Aé6fadx en la familia 19 con la dieta VO se puede explicar por ia baja
concentracién de n-3 LC-PUFA, conocidos inhibidores de A6 desaturasa en particular
(Seiliez y cofs. 2001), lo que disminuye dicha inhibicion permitiendo la aumentada

expresion de este gen.

Por otro lado, al comparar los ejemplares alimentados con dieta VO vs FO (Tabla 9), y
entre familias FPBV vs APBV (Tabla 10), se observé una disminucién en la expresion de

A6fade, lo cual podria deberse a que la afinidad de las enzimas de desaturacion y
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elongacion es mayor por los acidos grasos de la serie n-3 (Stubhaug y cols. 2005),
escasos en la dieta VO. Sin embargo, el gen fasn se encuentra sobre expresado en

todas las comparaciones (excepto familia 17), junto con el gen acaca, el cual participa
} en un paso limitante de la sintesis de acidos grasos, lo que significa que hay una eficiente
! conversion de los acidos grasos disponibles en la dieta VO a 4cidos grasos de cadena
E larga (>22C), sugiriendo que la sintesis de DHA estaria involucrada en la respuesta a la
i dieta. La baja expresion de los genes A6fada y acaca en la familia 17, ambos
| relacionados a la sintesis de acidos grasos, podria deberse a una pobre adaptacion
f metabdlica de esta familia a los nuevos ingredientes vegetales en la dieta.

Tabla 10: Resumen de resultados de los cambios de expresion relativa en respuesta a
la dieta VO entre las familias con distinto genotipo (FPBV vs APBV).

Ruta gen FPBV vs APBV

f Transportede  fabp3 [ 1,15
f acidos grasos  apoad 13
Sintesis 6fad 0,4|
f de fasn B 11,7

cidosgrasos  ocac B 0,98
! Oxidacion pparj
; de ppara
acidos grasos cptl
| Metabolismo  srebp

de Colesterol  cyp7a 1,07

{ Valores corresponden al logFC, color rojo representa sobre-expresion, color verde representa sub-
expresion.

El andlisis de expresion mediante RT-qPCR indica que el proceso de transporte de
acidos grasos podria estar implicado en la mejor respuesta en crecimiento de las familias

FPBV en comparacion a las familias APBV, ya que los genes fabp3 y apoa4, que
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participan en el transporte de acidos grasos intra y extra celular, respectivamente,
mostraron sobre-expresion en las familias FPBV alimentadas con dieta VO (Tabla 10) al
igual que lo observado en el estudio de RNAseq previo (Lam y cols., manuscrito en

preparacion).

Otro de los mecanismos del metabolismo de lipidos mas afectado por la dieta VO en
este y ofros estudios en S. salar, es la B-oxidacion de Acidos grasos. La expresion de
transcritos génicos relacioﬁados a la oxidacién de 4cidos grasos en peroxisomas y
mitocondrias se ve reducida cuando se compara a los ejemplares alimentados con dieta
VO vs FO, lo cual esta relacionado con la compensacién de Ia falta de 4cidos grasos de
cadena larga en la dieta VO, mediante la evasion de las vias de oxidacion de los Acidos
grasos de cadena larga recién sintetizados y la re-direccion de estos a la sintesis de

DHA, evidenciado por la constante sobre expresion del transcrifo de la enzima ACAC«a

en todas las comparaciones.

En las familias FPBV también se puede inferir una menor respuesta oxidativa tanto en
mitocondrias como peroxisomas, evidenciado por la sub-expresién de los genes cptl y
ppara (Tabla 10). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Xue y cols. (2015),
donde mediante analisis de expresion del transcriptoma hepético de S. salar alimentados
con una dieta con 100% de reemplazo de FO por aceite de Camelina sativa, observaron
la sub expresién del gen cpt/ cuya expresioén se sugiere, es modulada por la cantidad de
L.C-PUFA presentes en la dieta. Un patrén de expresién similar de cptf fue reportado en
trucha arcoiris, donde la alimentacién de peces con una dieta alta en PUFA aumentd

significativamente la expresién de cpff en musculo, higado y tejido adiposo (Morash y
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cofs. 2009). En el andlisis de RNAseq previo a este estudio también se encontré el gen

cpt/ bajo expresado al comparar la familia 17 (FPBV) con la 24 (APBV) (Tabla 4).

Algunos estudios han reportado un aumento de la actividad de p-oxidacién en peces
alimentados con dieta VO versus los alimentados con dieta FO (Stubhaug y cols. 2007;
Stubhaug y cols. 2005). Sin embargo, en el presente estudio se observé una menor
expresion del gen cpt/ en los individuos alimentados con dieta VO en todas las
comparaciones a excepcion de la familia 19 (Tabla 9 y 10). CPTI activa y transporta
acidos grasos de cadena larga hacia la matriz mitocondrial, una etapa limitante en la
oxidacién mitocondrial de Acidos grasos, y su disminucién en la expresién podria
deberse a la baja concentracién de 4cidos grasos de cadena larga presentes en Ia dieta
VO, por lo que se evita la oxidacion de estos acidos grasos recién sintetizados, ayudando
a compensar dicho déficit mediante la conservacion de nutrientes y energia, lo que
llevaria al pez a aumentar la eficiencia de utilizacion de estos nutrientes. Ademas, Ia baja
expresion de los genes relacionados a la B-oxidacion esta relacionada con la sobre-
expresion del transcrito del gen acaca, encargado de la sintesis de acidos grasos
convirtiendo acil-CoA en malonil-CoA, siendo este titimo el principal inhibidor de la
actividad de CPTI (Figura 2). Esto también corrobora los resultados del andlisis de
RNAseq, donde disminuyo la expresion de los genes relacionados a las vias de

degradacion de acidos grasos.

Ofras de las razones porque el gen cpt/ se encuentra sub-expresado, esta relacionada
con que se ha reportado que los 4cidos grasos altamente insaturades 20:5(n-3) y 22:6(n-
3) inducen la B-oxidacién en mitocondrias 2 a 4 veces mas que 18:2(n-6) y 18:3(n-3)

(Jump y cols. 1996), por lo que a pesar de que estos dltimos se encuentran en mayor
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concentracion, los reducidos niveles de 20:5(n-3) y 22:6(n-3) en la dieta VO en
comparacion a la dieta FO, estarian incidiendo en la disminucion en la expresion relativa

del mRNA del gen cptl.

Se sabe que la p-oxidacién de acidos grasos en peroxisomas se realiza principalmente
en el higado del salmén (Froyland y cols. 2000). En la familia 19 aument6 la expresién
transcripcional de PPARa (Tabla 9), principal regulador de p-oxidacién en peroxisomas
y mayor regulador del metabolismo de lipidos y homeostasis de energia. PPARa une
acidos grasos, los que pueden servir como monitores de los niveles de acidos grasos
Intracelulares y asf, PPARa opera en el genoma para controlar vias metabdélicas
especificas como biosintesis, oxidacion y transporte de 4cidos grasos (Jump y cols.
1999), funciones que también se encuentran sobre expresadas en esta familia. Ademas,
se ha reportado que los &cidos grasos 16:0 y 18:1(n-9) son sustratos preferidos para la

p-oxidacion en peroxisomas, razén por la cual se puede ver afectado el gen ppara.

Por otro lado, la sobre-expresion del transcrito del gen ppara coincide con la sobre-
expresion relativa de genes de transporte (apoa4) y sintesis de acidos grasos (A6fada,

fasn, acacaq), cuya expresion es modulada por el regulador transcripcional PPARa.

Existe la hipétesis de que la composicion de acidos grasos en la dieta que inducen la p-
oxidacion, aumentarian la utilizacion de protefna, aportando energla a fravés de la
oxidacion de lipidos, dejando las proteinas para crecimiento muscular (Torstensen y
cols., 2000), por lo que la formulacion de dietas con 4cidos grasos especificos que
promuevan el crecimiento y la buena calidad de los peces mediante la combinacién de

ingredientes tanto vegetales como animales se presentan como una buena alternativa
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para mejorar la produccion en peces de cultivo. Ademas, apoya a esta evidencia el

mayor peso conseguido por los individuos alimentados con la dieta VO.

Ofra de las vias que también estaria implicada en la repuesta a la dieta es la sintesis de
colesterol y la conversion de éste a acidos biliares. La dieta VO posee bajos niveles de
colesterol (menores que la dieta FO) por lo que la biosintesis de este lipido debe verse
aumentada para mantener la integridad celular de los peces. El gen srebp, que se
requiere para la activacion transcripcional de la via de biosintesis de colesterol y HUFA
(Horton y cols. 2003), en este estudio presentd sobre-expresion en los individuos
alimentados con dieta VO en todas las comparaciones (Tabla 9 y 10). La actividad de
srebp es controlada por los niveles celulares de colesterol por lo que la reduccién de
colesterol en las membranas celulares (a partir de Ia dieta) gatillaria el clivaje proteolitico
del enlace de membrana de SREBP y éste serfa traslocado al niicleo donde induciria la
transcripcion de genes asociados a las vias de sintesis de colesterol y HUFA. Se ha
comprobado en mamiferos, que srebp estd positivamente correlacionado e induce la
expresién de las 12 enzimas implicadas en la via de biosintesis de colesterol (Sakakura
y cols. 2001). Esto sugiere fuertemente que los individuos alimentados con dieta VO en
este estudio, responden a los bajos niveles de colesterol en la dieta. Ademaés, se ha
reportado que los &cidos grasos saturados, predominantes en la dieta VO, aumentan los

niveles de colesterol en el plasma (Grundy & Denke, 1990).

Otros estudios de expresion génica en salmones alimentados con dieta VO realizados
por medio de microarreglos y RT-qPCR encontraron otros genes involucrados en la via
de biosintesis de colesterol sobre expresados (tres enzimas: IPP, escualeno epoxidasa

y latosterol oxidasa), y la regulacién de otras vias, como la reduccién en la sintesis de
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acidos biliares, también puede contribuir a la compensacion de colesterol (Leaver y cols.
2008). En este estudio la expresién del transcrito de cyp7a, encargado de convertir el
colesterol en 4cidos biliares, se ve disminuida en los individuos alimentados con VO
(comparacion 1), ayudando a mantener los niveles de colesterol (Tabla 9). Cambios en
el transporte de acidos biliares, si hay, pueden tener consecuencias en la digestion de
lipidos, absorcién y transporte en el intestino, lo que puede explicar la acumulacion de
lipidos en enterocitos, evidenciado previamente en salmones alimentados con dieta VO

(Caballero y cols. 2002).

Al comparar los patrones de expresién génica de las famillas 19 y 17 (Tabla 9), cuyo
valor de cria fue mayor al ser alimentadas con dieta VO, éstas tuvieron mejor respuesta
en crecimiento con la dieta VO {comparacion 2), la diferencia en la cantidad y la clase
de genes que se observan diferencialmente expresados en estas familias, con el mismo
fenotipo (FPBV), sugiere que existirian respuestas especificas de cada familia a la dieta,
dependiendo de su genotipo. Morais y cols. (2009; 2011) mediante estudios de RT-qPCR
en dos familias de S. salar, atribuyd este tipo de diferencias a que la actividad de las
distintas vias biosintéticas podrian depender del genotipo del pez, obteniendo asi
familias con respuestas de distinta magnitud. Las principales diferencias entre las
familias 17 y 19 estan relacionadas a la p~oxidacién y transporte de 4cidos grasos,
categorias que se encuentran sobre expresadas en la familia 19. Estos resultados
indican que esta Ultima familia posee una mayor respuesta a la dieta VO y podria incluso
adaptarse mejor a esta, ya que es |a tinica familia que presenté sobre expresion del gen

Abfada, actor principal de la conversion de &cidos grasos de 18C a LC-PUFA. La familia

19 por lo demés presentd mayor ganancia de peso que el resto de las familias al ser
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alimentadas con dieta VO, por lo que esta familia se presenta como una buena candidata
para la biisqueda de marcadores moleculares que permitan seleccionar aquellas familias
que mejor respondan a la dieta con ingredientes vegetales y que obtengan un mejorado
desempefio en cuanto a crecimiento, factor de conversion del alimento, concentracién
de 4cidos grasos de relevancia en la carne, elc., caracteristicas que deberfan ser

medidas en estudios futuros.

Entre las familias FPBV y APBV se encontraron diferencias significativas en la expresién
de 7 de los 10 genes analizados. Estas diferencias indican que existen familias mejor
adaptadas o que poseen una mejor respuesta metabdlica a la sustitucién de FO por
aceite vegetal de semillas de raps. A6fada posee la mayor diferencia en su patrén de
expresion entre estas familias, siendo el doble en las familias APBV (Tabla 10), lo cual
podria determinar aquellas familias mejor adaptadas al cambio de dieta, sin embargo,
mayor conocimiento sobre la composicién de acidos grasos en distintos tejidos y/o
estudios de expresién en intestino y musculo serfan necesarios para dicha

determinacion.

A pesar de los cambios y las compensaciones nutricionales que provoca la dieta VO en
Salmo salar, se ha propuesto que los peces crecidos con dietas con VO por la mayor
parte de su ciclo de vida, sean alimentados, en una etapa final previa a Ila cosecha, con
dietas basadas en FO como la mayor fuente de lipidos para nivelar la composicién de
acidos grasos final en los tejidos y los niveles de acidos grasos poliinsaturados del tipo
omega 3 como EPA y DHA, ideales para el consumo humano (Bell y cofs. 2003;
Glencross y cols. 2003). Bell y cofs. (2003) demostré que los peces recuperan los niveles

de acidos grasos en el masculo en un 80% al ser alimentados por 20 semanas con FO
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luego de ser alimentados con una dieta 100% VO por 50 semanas, restaurando los
niveles de DHA y EPA a valores similares a los encontrados en individuos alimentados

solo con FO.

El colesterol y los &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA) son
componentes funcionales criticos en las membranas celulares y son precursores
importantes de lipidos bioactivos para Ia mantencién de la homeostasis, sefializacién
celular, respuesta inmune y respuesta inflamatoria (Simopoulos, 2008), y los efectos a
largo plazo de la reduccién de esos nutrientes esenciales en la salud y bienestar de los
peces, incluyendo el salmén del Atlantico, son todavia desconocidos. Es por esto que
cualquier sustitucién de FO con VO debe realizarse de tal manera que asegure y
mantenga la calidad de la carne, la salud y bienestar de los peces en cultivo que Io hace
tan atractivo para el consumo humano. Ademas, que no signifigue una baja en la -
produccion, es decir, que se mantenga o mejore el crecimiento de los peces y asf motivar

el uso de ingredientes vegetales en las grandes empresas salmoneras.

Tanto este como otros estudios (Bell y cols., 1998; Bell y cols., 2001; Karalazos y co’s.,
2007, Torstensen y cols., 2004) han demostrado que es factible el reemplazo de FO en
la dieta de salmédnidos en cultive por VO de semillas de raps sin afectar la tasa de
crecimiento de los peces. Bell y cols. (2001), evaluaron ademas la tasa de conversién
del alimento y lesiones histopatolégicas en higado, corazén, musculo y rifién, sin
encontrar diferencias significativas en los peces alimentados con VO en relacion al
control. Tampoco se han observado diferencias significativas en la deposicion de
carotenoides en la carne de salménidos alimentados con VO de semillas de raps (Bell y

cols., 1998), lo que si se ha encontrado con otras dietas vegetales como aceite de soya
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(Hardy y cols., 1987). Se ha medido tanto el contenido de protelnas como de lipidos en
el musculo de S. salar, Salverinus fontinalis (Trucha de amroyo) y Oncorhynchus
fshawytscha (Salmon Chinook) alimentados 100% con aceite de semillas de raps,
encontrandose pequefias diferencias con respecto a la dieta FO, sin embargo, esto no

compromete la salud, el bienestar y la calidad de los peces (Bell y cols., 2001).

Este estudio contribuye a una mayor comprension de las bases moleculares de la
homeostasis de los acidos grasos en S. safar, al utilizar dietas vegetales sustentables,
efectivas y eficientes, siendo estos individuos capaces de sobrellevar y compensar las
deficiencias nufricionales del aceite de semillas de raps. Sin embargo, se requiere un
mayor analisis de la composicion de acidos grasos en la carne de los peces (EPA y
DHA), medicion del consumo y de la digestibilidad de los acidos grasos presentes en la
dieta, para corroborar la mantencién de la calidad nutricional de los peces en cuitivo y
poder seleccionar aquellas familias con mayor deposiciéon de acidos grasos omega 3.
Estos resuitados indican que es posible identificar aquellas familias mejor adaptadas a
formulaciones alternativas de la dieta de los salménidos, y que sean apropiadas para
futuros programas de seleccién génica. Ademas, los genes candidatos seleccionados
podrian ser utifizados en nutrigendmica mediante la bisqueda de variantes alélicas que
esién presentes en aquellos individuos que aumentaron la ganancia de peso al ser
alimentados con la dieta VO, con el fin de desarrollar marcadores moleculares asociados
al rasgo crecimiento, que permitan la seleccion de los peces que respondan mejor a la

dieta seguin la expresion génica de las vias del metabolismo de lipidos.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la inclusion de ingredientes
vegetales como aceite de semillas de raps en la dieta de salménidos provoca cambios
en la expresion de genes relacionados al metabolismo de lipidos, lo que indicaria que
existen mecanismos de accién a nivel fisiolbgico para compensar las bajas nutricionales

de la dieta VO.

Considerando los genes candidatos estudiados, relacionados al metabolismo de lipidos,
se concluye que las funciones fisiolégicas, mecanistmos o vias metabdlicas mas
afectadas por la dieta VO son la biosintesis de acidos grasos, degradacién de Acidos

grasos, fransporte de acidos grasos y otros lipidos y biosintesis de colesterol.

La respuesta transcripcicnal que resulté significativa a lo largo de las distintas
comparaciones realizadas, es la sobre-expresion de genes relacionados a la biosintesis
y transporte de colesterol, probablemente en respuesta al déficit de este lipido en la dieta

experimental.

La carencia de acidos grasos de cadena larga en el aceite vegetal de la dieta VO podria
explicar la sobre-expresion de genes relacionados a la sintesis de 4cidos grasos, en
especial la sintesis de DHA, evidenciado por la constante sobre-expresién del transcrito

de acaco.

La diferencia en el patrén de expresion génica en el higado entre familias con el mismo

fenotipo (FPBV), indica una respuesta genotipo-especifica a la dieta VO.
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La diferencia en el patron de expresién génica de ios genes seleccionados en el higado
de familias con distinto fenotipo (FPBV versus APBYV), sugiere que existen familias con
diferentes habilidades de adaptacion a los cambics en la dieta, lo que hace posible la
seleccion de aquellas familias mejor adaptadas y que mejor aprovechen y metabolicen
los nuirientes obteniendo iguales o mejores tasas de crecimiento que los individuos
alimentados con dietas comerciales de origen animal, y que puedan ser incluidas en

programas de mejoramiento genético.
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