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RESUMEN 

El lenguado, Paralichthys orbignyanus, es un pez eurihalino de alto valor comercial 

para la regio n. En su ambiente natural se encuentra expuesto a grandes variaciones 

de salinidad y perfil de a cidos grasos dietarios. Debido a estos factores, se presenta 

como una especie candidata a ser producida en acuicultura a bajas salinidades y con 

bajos niveles de aceite de pescado. Esto es debido a que las diferentes condiciones 

de salinidad, particularmente, salinidades bajas o salobres, podrí an estimular la 

biosí ntesis endo gena de long chain poli-unsaturated fatty acids (LC-PUFA) en esta 

especie.  

En este trabajo hemos estudiado el efecto que tiene la salinidad sobre los niveles de 

expresio n ge nica de las enzimas involucradas en la biosí ntesis de LC-PUFA, fatty acid 

desatuarase 2 (fads2) y elongation of very long chain fatty acid (elovl) y hemos 

comparado estos resultados con el perfil de a cidos grasos a nivel de la musculatura. 

Para ello, hemos cultivado juveniles de lenguado a diferentes salinidades 2ppt, 

10ppt, 18ppt y 26ppt y a una dieta pobre en LC-PUFA, pero rica en sustratos de 

biosí ntesis, 18:2n-6 y 18:3n-3.  

Dada la ausencia de recursos gene ticos para esta especie, hemos aplicado una 

metodologí a para la obtencio n de secuencias de intere s mediante secuenciacio n 

masiva (mRNA-Seq) y ensamblado de novo del transcriptoma hepa tico. Los 

resultados obtenidos sugieren que el lenguado expresa de manera natural una fads2 

y una elovl4.  

Las secuencias obtenidas permitieron el desarrollo de metodologí as basadas en 

biologí a molecular para cuantificar la expresio n ge nica de fads2 y elovl4. Ambos 

genes experimentaron un aumento de la expresio n ge nica en el tratamiento de 

salinidad ma s bajo, 2ppt, mostrando los menores niveles de expresio n a 18ppt y 

26ppt.  

El contenido de lí pidos totales mostro  una adaptacio n a la salinidad observa ndose 

el mayor contenido de lí pidos totales en la salinidad ma s pro xima al punto 

isosmo tico (10,9ppt) y decreciendo a medida que la salinidad de cultivo se aleja de 

este punto, hacia 2ppt y 26ppt.  
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El perfil de a cidos grasos acompan a esta adaptacio n por medio de algunos a cidos 

grasos fundamentalmente monounsaturated fatty acids (MUFA) y poly-unsaturated 

fatty acids (PUFA), aunque tambie n refleja el perfil de a cidos grasos de la dieta, por 

un aumento en sustratos de biosí ntesis, α-linolenic acid (ALA) y linoleic acid (LA), y 

una reduccio n de los productos de biosí ntesis arachidonic acid (AA), 

eicosapentaenoic acid (EPA) y docosahexaenoic acid (DHA).  

Los a cidos grasos relacionados con las rutas de biosí ntesis de LC-PUFA, ALA, LA, AA, 

EPA y DHA, reflejan una adaptacio n a la salinidad preparando al lenguado para la 

biosí ntesis de LC-PUFA en las salinidades ma s bajas y a la acumulacio n de LC-PUFA 

en las salinidades ma s altas, reflejando la cla sica dicotomí a entre ambientes de agua 

dulce y agua marina. Este patro n es evidente en el perfil de a cidos grasos en la 

porcio n de lí pidos neutros, mientras que, en la fraccio n de lí pidos polares, la 

adaptacio n de los a cidos grasos refleja el rol de e stos a nivel de las membranas para 

las diferentes salinidades de cultivo. 

Los resultados de este trabajo reflejan el gran potencial eurihalino del lenguado para 

ser cultivado a diferentes salinidades, demostrando la capacidad de adaptacio n por 

medio de cambios en la expresio n de fads2 y elovl4 y por la adaptacio n del perfil de 

a cidos grasos a las diferentes salinidades de cultivo. A su vez, se abren nuevas 

interrogantes a desarrollarse en nuevas lí neas de investigacio n hacia el desarrollo 

del lenguado en un marco de desarrollo sostenible de esta especie en el sector de la 

acuicultura.  
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1. El rol de la acuicultura en el mundo 

La acuicultura es el sector productor de proteí na animal que ma s ha crecido en los 

u ltimos an os, con una tasa anual del 5,3% desde 2001. Esta tasa es muy superior a 

la evolucio n de la produccio n pesquera que, en te rminos generales, se ha mantenido 

constante en los u ltimos 20 an os (FAO, 2022). Actualmente, a nivel mundial se 

producen 178 millones de toneladas de animales acua ticos, de los cuales la 

acuicultura aporta el 49% y la pesca el 51%. Del total producido en 2020, el 89% fue 

destinado a consumo humano (56% proveniente de la acuicultura), mientras que el 

resto 11% restante fue destinado para la produccio n de harina y aceite de pescado. 

Es importante destacar que la mayor parte de la harina y aceite de pescado 

producida (81%) es derivada nuevamente al sector de la acuicultura (FAO, 2022), 

particularmente para la elaboracio n de raciones (Boyd, 2015a; Little et al., 2016). Se 

trata de una tendencia importante, dado que el 69,5% de la industria acuí cola usa 

raciones elaboradas especialmente para la alimentacio n de su biomasa de cultivo 

(FAO, 2020) y por este motivo, la sustentabilidad de este sector se encuentra 

amenazada (Tocher, 2015). 

El crecimiento del sector de la acuicultura ha acompasado el crecimiento 

demogra fico y el aumento en el consumo per ca pita anual de pescado que ha pasado 

de 9kg en 1961 a 20,5kg en 2019 (FAO, 2022, 2020). Debido a esto, numerosos 

stocks pesqueros se encuentran altamente explotados, estando agotados o en 

situacio n de vulnerabilidad (Shepherd y Jackson, 2013). Frente a esta situacio n, la 

acuicultura ha contribuido de manera notoria a la disponibilidad de pescado para 

consumo humano a lo largo de todos estos an os (Boyd, 2015). 

Uno de los principales motivos para el consumo de pescado es que es la fuente 

principal de a cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA,  Long Chain 

Poli-Unsaturated Fatty Acids), a cidos grasos esenciales (AGE) para los humanos 

(Tocher, 2003), en especial el a cido eicosapentaenoico (EPA) y a cido 

docosahexaenoico (DHA). A su vez, aporta otros a cidos grasos que si bien son 

comunes en la dieta, como los PUFA a cido linole ico (LA) y a cido alfa-linole nico 
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(ALA), entre otros, e stos se encuentran en relaciones altas de a cidos grasos ω-3/ ω-

6 (Tacon y Metian, 2013). Por esta razo n, constituyen  una fuente de alimento ideal 

para aquellos paí ses con desnutricio n o con dietas desbalanceadas que, por ser 

pobres en LC-PUFA y ricas en a cidos grasos omega-6, aumentan la incidencia de 

enfermedades coronarias, obesidad, diabetes, entre otras enfermedades 

relacionadas (Tacon et al., 2020).  Adema s de a cidos grasos esenciales, el pescado 

nos aporta proteí nas de alto valor biolo gico con el perfil de aminoa cidos esenciales 

recomendado por la Organizacio n Mundial de la Salud (WHO) y un aporte calo rico 

ma s bajo que otras fuentes de proteí na animal (Tacon y Metian, 2013).  

Para asegurar el crecimiento del sector de la acuicultura en un marco de desarrollo 

sostenible, la investigacio n ha centrado sus esfuerzos en reducir la dependencia de 

la acuicultura sobre la harina y el aceite de pescado para su inclusio n en los 

alimentos para acuicultura (Adarme-Vega et al., 2014; Turchini et al., 2019). Un 

para metro muy utilizado es el í ndice FIFO (Fish-In Fish-Out) que relaciona la 

cantidad de pescado procedente de las pesquerí as necesaria para el cultivo de 

especies animales en acuicultura (Tacon et al., 2022). Entre las estrategias para 

reducir el í ndice FIFO o la inclusio n de aceites y harinas de pescado en la racio n 

destacan la sustitucio n de materias primas de origen marino, por la incorporacio n 

de microalgas con alto contenido en LC-PUFA (Ansari et al., 2021) o por la inclusio n 

de materias vegetales de origen terrestre (Bell et al., 2001; Boyd, 2015b). Sin 

embargo, los efectos anti-nutricionales de algunos componentes de estas materias 

primas llevan a una reduccio n en el rendimiento de produccio n por la reduccio n en 

las tasas de crecimiento (Browdy et al., 2013; De Santis et al., 2015). Adema s, el perfil 

de a cidos grasos de la dieta se ve reflejado en el perfil de a cidos grasos en los tejidos 

(Arts et al., 2009; Iverson, 2009) causando fuertes desbalances y repercutiendo en 

la salud de los peces (Tocher, 2015).  

La mejora de los procesos de elaboracio n de la racio n (Glencross et al., 2011), la 

adicio n de componentes que facilitan la digestio n del alimento (Francis et al., 2001; 

Kumar et al., 2012) o el desarrollo de organismos gene ticamente modificados 

(Adarme-Vega et al., 2014; Gong et al., 2014; Kitessa et al., 2014) son algunas de las 

estrategias adoptadas para poder introducir este tipo de materias primas en las 

raciones para peces.  
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Adicionalmente, el desarrollo del cultivo de especies con capacidad endo gena para 

producir LC-PUFA permitirí a reducir la inclusio n de aceite de pescado en la racio n 

(Castro et al., 2012; Monroig et al., 2016). Para ello, se ha estudiado el efecto de 

distintos perfiles nutricionales y condiciones ambientales para estimular la 

biosí ntesis endo gena de LC-PUFA sin comprometer el bienestar de las poblaciones 

en cultivo (Turchini et al., 2009) y sin que por ello, repercuta en el perfil lipí dico final 

de los peces, beneficioso para el consumo humano. El desarrollo del cultivo de 

especies de agua dulce, al ser especies con capacidad para la biosí ntesis de LC-PUFA, 

no requieren de una inclusio n de aceite de pescado en la racio n y, por lo tanto, 

favorecen el desarrollo sustentable del sector, al menos desde esta perspectiva. Sin 

embargo, buena parte de las especies de mayor valor comercial provienen de la 

acuicultura marina (O’Shea et al., 2019), casi todas de re gimen omní voro o carní voro 

con altos requerimientos de LC-PUFA dietarios (Belton et al., 2020).  

Las polí ticas de desarrollo sostenible de este sector son prioritarias tanto a nivel 

internacional como a nivel regional para minimizar el impacto de la acuicultura 

sobre el medio ambiente y los recursos naturales (Alexander et al., 2016; Barrington   

et al., 2010; Sylvia, 1997). Entre las estrategias de desarrollo sostenible destaca la 

diversificacio n de la acuicultura, por medio del cultivo de especies nativas. Este tipo 

de estrategias favorecen el uso responsable de los recursos de un paí s, al cultivar 

especies locales adaptadas al medio. Adema s, favorece el desarrollo econo mico y 

social de la regio n, y genera alimento de alta calidad (FAO, 2022). Esto a su vez, esta  

en consonancia con las polí ticas nacionales de Uruguay donde se establecen pautas 

de desarrollo sostenible de la acuicultura (DINARA, 2008). En este texto, 

desarrollado en el marco del Plan Nacional de Desarrollo de la Acuicultura 

(TCP/URU/3101), describe las actividades de investigacio n en acuicultura para el 

desarrollo del conocimiento y tecnologí a de cultivo como actividades prioritarias.  
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1.2. Importancia de lípidos y ácidos grasos 

Los lí pidos son un tipo de compuestos que se caracterizan por ser insolubles en agua 

pero solubles en solventes orga nicos. Son biomole culas con una diversidad quí mica 

y estructural muy amplia. Esa diversidad estructural esta  estrechamente 

relacionada con sus extraordinarias funcionalidades en los organismos como 

reserva energe tica, generalmente en forma de grasas y aceites, y a sus 

funcionalidades estructurales y metabo licas.  

1.2.1. Ácidos grasos 

Los componentes principales de los lí pidos son los a cidos grasos (AG), aunque 

algunas mole culas de lí pidos (como las vitaminas A, K, D y E) no contiene AG. Los AG 

son a cidos carboxí licos que constan de un grupo carboxilo unido covalentemente a 

una cadena alifa tica. Esta cadena define las propiedades fisicoquí micas de los AG. 

Los AG ma s predominantes suelen tener entre 4 y 22 carbonos, aunque tambie n se 

pueden encontrar AG que contengan hasta 36 carbonos.  

Estos a cidos grasos pueden ser saturados, SAFA (Saturated Fatty Acids), donde la 

cadena alifa tica se encuentra completamente saturada, o insaturados, UFA 

(Unsaturated Fatty Acids), conteniendo una o ma s insaturaciones. Normalmente, 

cuando hay varias insaturaciones, e stas se encuentran en posiciones alternas. Son 

ma s raros los casos en que se encuentran en posiciones consecutivas, formando 

a cidos grasos conjugados. Los UFA, generalmente poseen dobles enlaces en 

configuracio n cis, confirie ndole un determinado a ngulo a la cadena carbonada, lo 

que le aporta propiedades u nicas a cada a cido graso. Estas insaturaciones son 

especialmente importantes por las propiedades que le confieren al AG y 

consecuentemente, por los efectos que tienen sobre la fisiologí a, la salud y el buen 

funcionamiento de los organismos. Los a cidos grasos monoinsaturados, MUFA 

(Monounsaturated Fatty Acids) son aquellos con una sola insaturacio n mientras que 

los a cidos grasos poli-insaturados, Poliunsaturated Fatty Acids (PUFA), contienen 

dos o ma s insaturaciones. A su vez, nos referimos a los a cidos grasos de cadena larga, 

LC-PUFA, cuando estos a cidos grasos PUFA poseen ma s de C18 y ma s de 2 

insaturaciones (Sargent et al., 2003).  



1. INTRODUCCIO N 

18 

 

La nomenclatura de los a cidos grasos viene determinada por la longitud de la cadena 

hidrocarbonada, en la que tambie n se refleja el nu mero de insaturaciones que 

poseen. De esta manera, el a cido estea rico (18:0) es un a cido graso que posee 18 

carbonos y, al ser un a cido graso saturado, posee cero insaturaciones. Otro ejemplo 

es el del a cido oleico, un a cido graso de 18 carbonos, con una insaturacio n (18:1).  

Dado que las insaturaciones en los a cidos grasos pueden situarse en diversas 

posiciones, adema s de la insaturacio n tambie n se hace referencia a la posicio n de 

estas insaturaciones, ya sea tomando como referencia el extremo metilo terminal (ω 

o n) o el extremo carboxilo terminal (∆). Por conveniencia, en este trabajo nos 

referimos a los a cidos grasos ω-3, como a cidos grasos n-3 y de esta misma manera, 

los a cidos grasos de la serie ω-6 los veremos identificados como n-6. Un ejemplo, es 

el caso del a cido linole nico, 18:3n-3, el cual posee la primera insaturacio n en la 

tercera posicio n desde el extremo metilo terminal. Cuando la posicio n se menciona 

teniendo como referencia el extremo carboxilo terminal tambie n podemos indicar 

todas las posiciones de las insaturaciones de AG en cuestio n (18:3-Δ9,12,15). Algunos 

de estos AG poseen un nombre comu n o se denominan con una abreviacio n de e ste 

(Tocher, 2003). Tomando como ejemplo el u ltimo caso, el 18:3n-3 es comu nmente 

conocido como a cido linole nico o α-linole nico (ALA), mientras que al 18:2n-6 

tambie n se le conoce como a cido linoleico (LA). El nombre comu n suele estar 

relacionado con la fuente en la que se encuentra abundantemente o donde se 

descubrio  inicialmente. Por otro lado, la nomenclatura IUPAC tambie n permite 

mencionarlos segu n sea la longitud de la cadena acilo y el nu mero de insaturaciones, 

aunque en este caso se cuentan desde el carnono delta (grupo carboxí lico).  

 

1.2.2. Lípidos polares y lípidos neutros 

En su mayor parte los a cidos grasos suelen estar ligados a otras biomole culas, como 

puede ser un glicerol (glicerolí pidos) o una esfingosina (esfingolí pidos), formando 

lí pidos complejos de diversa naturaleza. Las propiedades de la cabeza polar con la 

que se asocian determinan la funcionalidad de estos lí pidos. 
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A su vez, en funcio n de si el glicerolí pido contiene uno, dos o tres AG, nos referiremos 

a ellos como monoacilgliceroles (MAG), diacilgliceroles (DAG) o triacilgliceroles 

(TAG) (tambie n llamados triglice ridos). Estos lí pidos forman parte de la fraccio n de 

lí pidos neutros (LN) y se encuentran fundamentalmente en los depo sitos de grasa 

constituyendo una reserva de energí a metabo lica y un reservorio de a cidos grasos 

importantes para el metabolismo de los vertebrados. Su naturaleza quí mica hace 

que sean hidro fobos y, en funcio n de la temperatura, la longitud y grado de 

insaturacio n de los a cidos grasos que los componen, pueden encontrarse en forma 

de aceite si esta n en fase lí quida o grasa si se encuentran en fase so lida. Las ceras, 

tambie n son lí pidos neutros que contiene a cidos grasos. Algunos organismos, como 

los cope podos, las utilizan como reserva de energí a adema s de tener funciones de 

flotabilidad (Cavallo y Peck, 2020). 

El a cido graso de la posicio n sn-3 en los glicerolí pidos puede ser reemplazado por 

un grupo fosfato formando un glicerofosfolí pido o fosfolí pido. La polaridad 

adquirida convierte a la mole cula en un lí pido anfipa tico lo que le permite 

organizarse en bicapas lipí dicas, razo n por la cual los fosfolí pidos son el lí pido 

complejo principal en las membranas celulares animales (Dowhan   et al., 2016). 

Concretamente, el principal componente de los lí pidos de membrana son los 

fosfolí pidos. Dentro del conjunto de estos lí pidos, nos referimos a los 

glicerofosfolí pidos cuando un grupo fosfato se encuentra unido por un enlace 

fosfodie ster a una mole cula de glicerol y a los esfingofosfolí pidos o esfingolí pidos 

cuando lo hace a una mole cula de esfingosina. El grupo fosfato de los fosfolí pidos 

puede presentar diferentes radicales como la etanolamina (fosfatidiletanolamina, 

PE), una colina (fosfatidilcolina, PC), una serina (fosfatidilserina, PS) o un inositol 

(fosfatidilinositol, PI) (Van Meer et al., 2008), por citar algunos ejemplos.  

La distribucio n y la abundancia de estos fosfolí pidos, así  como su composicio n en 

AG, a trave s de la membrana plasma tica y de las membranas de los diferentes 

organelos, no es arbitraria sino que responde a las necesidades propias de cada caso 

(Raghunathan y Kenworthy, 2018). La PC, es una mole cula casi de geometrí a 

cilí ndrica y, por lo tanto, le confiere a la bicapa lipí dica una geometrí a planar, 

mientras que la PE al tener una morfologí a co nica, tiende a conferirle cierta 

curvatura a la bicapa lipí dica. Estas conformaciones moleculares son fundamentales 
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para entender la distribucio n de los lí pidos y la funcionalidad en la membrana. De 

esto resultan determinadas interacciones lí pido-proteí na que favorecen el 

plegamiento y las conformaciones proteicas determinando la actividad enzima tica 

de las mismas (Lee, 1998).  

La PE suele conjugarse con DHA generalmente en forma de 16:0/22:6n-3, 

18:0/22:6n-3 y 18:1n-9/22:6n-3 mientras que la PC suele conjugarse con 16:0 y 

18:1n-9 (Sargent et al., 2003). Cambios en la composicio n de LC-PUFA y su 

conjugacio n en lí pidos complejos en las membranas celulares, conlleva cambios en 

la composicio n los rafts lipí dicos, generando microdominios y cambios en el 

comportamiento de estas membranas al alterar los procesos de sen alizacio n celular 

y tra fico de proteí nas a nivel bioquí mico ( Calder, 2015; Chapkin et al., 2008).En este 

trabajo nos referiremos a este conjunto de lí pidos como lí pidos polares (LP).  

De esta manera, podemos clasificar a los lí pidos en dos grandes grupos, los LP y los 

LN (Nelson y Cox, 2013). Esta clasificacio n tambie n responde a las propiedades 

quí micas que nos permite separar LN y LP, los cuales a su vez presentan funciones 

biolo gicas distintivas. Las propiedades fí sico-quí micas de los LP son las que le 

confieren la fluidez a la membrana celular que permite la insercio n de proteí nas y la 

realizacio n de sus actividades enzima ticas (Quinn et al., 1989).  

Adema s de las funciones biolo gicas de los LP y LN y de la relacio n de e stos con la 

fisiologí a de los organismos, otra razo n del gran intere s que despierta su estudio es 

su base nutricional. La acumulacio n de LC-PUFA, EPA y DHA, cua ndo e stos se 

encuentran esterificados a un fosfolí pidos (sn2) es 50 veces superior que cuando se 

encuentran esterificados a un TAG (Parmentier et al., 2007). Esto se debe a que la 

fosfolipasa A2 presenta una mayor facilidad de acceso a PL por el cara cter anfipa tico 

de e stos. El AG en posicio n sn2 entra al ciclo de Land al ser liberado por la fosfolipasa 

A2 y transferido a otro PL que generalmente es una PC mediante la lisofosfatidil 

colina acetil transferasa (LPCAT) (Nelson y Cox, 2021). Esta transferencia de AG se 

realiza a nivel de las membranas tanto a trave s de lipoproteí nas como 

quilomicrones, VLDL, LDL y HDL, como a trave s de membranas, plasma tica y de 

organelos, retí culo endoplasma tico, aparato de Golgi, lisosoma, etc. (Nelson y Cox, 

2021).  
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Los productos de la pesca y la acuicultura son la fuente principal de a cidos grasos 

omega-3 entre los que se destacan, EPA y DHA, donde una alta proporcio n se 

encuentran esterificados en la posicio n sn2 de los fosfolí pidos de membrana 

(Bessonart et al., 1999), aumentando la absorcio n intestinal de monoglice ridos y 

liso-fosfolí pidos ricos en DHA y EPA (Parmentier et al., 2007). 

 

1.3. Funciones de los LC-PUFA 

Los LC-PUFA junto con los productos intermediarios de biosí ntesis cumplen 

actividades biolo gicas fundamentales. Las investigaciones relacionadas con la salud 

humana destacan el rol de estos AG en los desequilibrios relacionados con la 

carencia de n-3 LC-PUFA en la dieta y su actividad terape utica en numerosas 

enfermedades (Calder, 2015). Por otra parte, en el a rea de la acuicultura, el 

desarrollo de formulaciones dietarias con un aporte adecuado de LC-PUFA en 

lí pidos, adema s de proteí nas e hidratos de carbono, se relaciona con un mejor 

desempen o en el cultivo y un perfil de AG final con un balance de n-3 LC-PUFA 

adecuado para el consumo humano (Hixson, 2014).  

 

1.3.1. Sistema inmune 

A nivel del sistema inmune, los LC-PUFA esta n involucrados en diversas funciones, 

entre ellas, las respuestas inmunes mediadas por ce lulas y los procesos 

inflamatorios (Miles et al., 2021). A modo de ejemplo, tan so lo el a cido araquido nico 

(AA) comprende entre el 15 y el 20% de los a cidos grasos en las ce lulas 

mononucleares (Miles et al., 2021). Un cambio en el perfil de LC-PUFA puede 

conllevar cambios en el nu mero y tipo de ce lulas inmunitarias incidiendo sobre la 

capacidad de respuesta inmunitaria (Calder, 1999). En peces, concretamente en 

Sebasticus marmoratus (Perciformes, Scorpaenoidei), se demostro  que mayores 

niveles de n-3 LC-PUFA incrementaban la presencia de inmunoglobulina M y 

actividad lisozima, sugiriendo que una carencia de EPA y DHA en dietas de 

sustitucio n podrí a aumentar la susceptibilidad de esta especie a enfermedades 

infecciosas (Peng et al., 2014).  
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Adema s, los LC-PUFA son precursores de eicosanoides, gracias a la accio n de 

ciclooxigenasas (COX) y lipooxigenasas (LOX) para la biosí ntesis de prostaglandinas 

y leucrotrienos respectivamente (Calder, 2006). Los LC-PUFA de la serie n-6, 

particularmente aquellos derivados del AA, tienden a formar eicosanoides pro-

inflamatorios, estando involucrados en procesos ale rgicos y en enfermedades como 

el asma (Jastrzebska et al., 2011). Por otro lado, los LC-PUFA de la serie n-3 son 

precursores de resolvinas, protectinas y maresinas, eicosanoides con actividad anti-

inflamatoria (Za rate et al., 2017). De esta manera, una proporcio n alta de n-3 LC-

PUFA es capaz de reducir la biodisponibilidad del AA en las rutas COX y LOX y por lo 

tanto, reduce la produccio n de eicosanoides pro-inflamatorios (Miles et al., 2021). 

De forma similar que en humanos, dietas ricas en n-6 LC-PUFA puede aumentar la 

respuesta inflamatoria en peces (Bell et al., 1996).  

 

1.3.2. Tejido nervioso 

Otra de las caracterí sticas fundamentales de los LC-PUFA, es su predominancia en la 

composicio n de algunos tejidos como la retina y el tejido nervioso, particularmente 

de DHA, como componente principal de los a cidos grasos de membrana (Denic y 

Weissman, 2007). De hecho, el AA y el DHA son los a cidos grasos ma s abundantes en 

la leche materna durante el periodo de lactancia teniendo funciones clave en el 

desarrollo visual y cognitivo en los infantes (Miles et al., 2021). 

La composicio n u nica de DHA de las ce lulas fotoreceptoras se fundamentan en la 

estructura quí mica de este AG la cual le confiriere a la rodopsina la suficiente 

movilidad como para responder a la absorcio n de los fotones (SanGiovanni y Chew, 

2005). La alta proporcio n de n-3 LC-PUFA, particularmente DHA se asocia con una 

buena funcionalidad de la retina y evita enfermedades asociadas con la vista 

(Querques et al., 2011). Del mismo modo, en acuicultura es especialmente 

importante un buen aporte de n-3 LC-PUFA en la dieta de reproductores para 

asegurar altos niveles de DHA en las reservas vitelinas de las larvas que garanticen 

el buen desarrollo de la vista en peces (Tocher, 2010).  
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1.3.3. Expresión génica 

A nivel gene tico, los a cidos grasos entre otras biomole culas como los eicosanoides, 

actu an como ligandos en receptores activados por proliferadores peroxiso micos 

(PPAR) en tejido adiposo, hí gado y musculatura, induciendo cambios en el 

metabolismo debido a cambios en la expresio n ge nica de mu ltiples proteí nas 

(Escher y Wahli, 2000). Un ejemplo muy estudiado, es el efecto de PUFAs sobre los 

receptores nucleares PPAR-α, los cuales estimulan el aumento de la expresio n ge nica 

de enzimas involucradas en el transporte de lí pidos, oxidacio n de a cidos grasos y 

termoge nesis. Al mismo tiempo, los PUFAs reducen la expresio n ge nica de enzimas 

involucradas en la lipoge nesis por su accio n antago nica sobre los Sterol Regulatory 

Element Binding Protein (SREBP) (Clarke, 2001). A nivel de la biosí ntesis de LC-

PUFA, estos procesos son especialmente importantes en acuicultura por la 

sustitucio n en dietas de aceite de pescado por alternativas vegetales, pues los a cidos 

grasos dietarios son capaces de modular la expresio n de receptores PPAR-α y 

SREBP-1, cuya expresio n a su vez modula la expresio n ge nica de Fatty Acid 

Desaturase 2 (fads2), a nivel de la regio n promotora (Dong et al., 2017). 

 

1.3.4. Salud cardiovascular y metabolismo 

Con respecto a la salud cardiovascular y el metabolismo en humanos, una dieta rica 

en n-3 PUFA en general se asocia con una reduccio n en el riesgo de padecer 

enfermedades diversas (Berge  y Barnathan, 2005; Simopoulos, 2000). A modo 

comparativo, los niveles de ingesta actuales de PUFA la relacio n n-6/n-3 se 

encuentran en una proporcio n 20:1, mientras que las dietas ancestrales se estima 

que rondaban una proporcio n proporcio n 1:1 (Simopoulos, 2000, 2002; Za rate et al., 

2017). Esto es llamativo sobre todo teniendo en cuenta la insuficiente capacidad del 

ser humano para la biosí ntesis de LC-PUFA (Burdge y Calder, 2005). Se estima que 

para cubrir los requerimientos de EPA y DHA, se recomienda un consumo mí nimo 

de 0,5-1 g por dí a para reducir la incidencia de las enfermedades cardiovasculares y 

metabo licas (Sushchik et al., 2020).  
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Algunos estudios indican que son necesarios al menos 3 g de n-3 PUFA para inducir 

cambios en el metabolismo lipí dico y reducir así  el riesgo cardiovascular (Cormier 

et al., 2014). De cualquier forma, se ha comprobado que el consumo regular de n-3 

LC-PUFA reduce los niveles de triglice ridos (TAG) en sangre y el riesgo de cardiopatí a 

isque mica, mejorando enfermedades como el sí ndrome metabo lico. Tambie n 

aumentan la sensibilidad a la insulina reduciendo la aparicio n de enfermedades 

como la diabetes (Clarke, 2001). Adema s, u nicamente los a cidos grasos de la serie n-

3 son capaces de reducir los triglice ridos plasma ticos (Simopoulos, 2000).  

Uno de los efectos directos de los PUFA es la reduccio n en la produccio n de Malonyl-

CoA el cual representa un efector regulatorio sobre la carnitina palmitoiltransferasa. 

Esto favorece la entrada de a cidos grasos a las mitocondrias y peroxisomas, 

aumentando la oxidacio n de estos a cidos grasos (Price y Valencak, 2012). Por otro 

lado, entre algunas de las funciones que se le atribuyen a los VLCFAs (Very Long 

Chain Fatty Acids), entendie ndose por ello los a cidos grasos de cadena larga de ma s 

de 20 carbonos, se encuentran el papel estabilizador de membranas marcadamente 

curvas como lo son las membranas nucleares o los complejos del poro presentes en 

el nu cleo celular. Esto se debe a la accio n de soste n por abarcar todo el ancho de la 

bicapa lipí dica (Denic y Weissman, 2007). Se han observado tambie n a cidos grasos 

de ma s de C30 siendo fundamentales en la creacio n de la barrera de permeabilidad 

selectiva de la membrana a nivel de la piel humana (Denic y Weissman, 2007). 

Considerando que el pescado es la fuente principal de LC-PUFA n-3 en la dieta 

humana y su importancia en la salud es importante entender de que  manera se 

obtienen estos AG y do nde se encuentran las limitaciones en la biosí ntesis de LC-

PUFA. 
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1.4. Biosíntesis de LC-PUFA en peces 

Para la biosí ntesis de LC-PUFA, los a cidos grasos saturados son inicialmente 

sintetizados mediante la a cido graso sintasa (Fatty acid synthase, FAS I) a trave s de 

condensaciones sucesivas de malonil-CoA hasta la formacio n de un a cido graso de 

C18, el a cido estea rico (18:0) (William W. Christie, 2010). Estas reacciones, tambie n 

llamadas elongaciones, ocurren alargando la cadena en dos C por cada ciclo. Por este 

motivo, los a cidos grasos generalmente tienen un nu mero de carbonos par, siendo 

los a cidos grasos 16:0 y 18:0 comunes en la mayorí a de los organismos. En menor 

medida existen a cidos grasos impares los cuales suelen provenir de la dieta y tienen 

un origen microbiano ( Zhang et al., 2020).  

De forma previa a la biosí ntesis de LC-PUFA, el 18:0 es sometido a una desaturacio n 

en posicio n Δ9, dando lugar al a cido oleico, 18:1n-9. A continuacio n, ese a cido graso 

experimenta una o dos desaturaciones sucesivas adicionales en posicio n Δ12 y Δ15 

generando los sustratos de biosí ntesis de los LC-PUFA, 18:2n-6 (a cido linoleico, LA) 

y 18:3n-3 (a cido α-linole nico, ALA) respectivamente. Es importante destacar que las 

plantas y las microalgas son los u nicos organismos, a excepcio n de algunos 

invertebrados, que poseen enzimas desaturasas con actividades Δ12 y Δ15 (Tocher, 

2003), y por lo tanto, LA y ALA son a cidos grasos esenciales (AGE) para los 

vertebrados teniendo que ser incluidos en la dieta (Tocher, 2010).  

Estos LA y ALA pueden experimentar diferentes reacciones de desaturacio n y 

elongacio n secuenciales durante la biosí ntesis de los LC-PUFA (Fig. 1). Las enzimas 

responsables de llevar a cabo las reacciones bioquí micas de desaturacio n y 

elongacio n en la biosí ntesis de LC-PUFA son las a cido graso desaturasas (Fatty Acid 

Desaturase, Fads) y las elongasas (Elongation Of Very Long Fatty Acids, Elovl). De esta 

manera, los peces pueden obtener los LC-PUFA a trave s de la dieta pero tambie n 

mediante la produccio n endo gena a partir de los correspondientes sustratos (March, 

1993). 
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Fig. 1- Ruta de biosí ntesis de los LC-PUFA. Se describe de forma esquematizada las reacciones 

bioquí micas de desaturacio n y elongacio n que experimentan los distintos sustratos desde el producto 

de biosí ntesis de la a cido graso sintasa (FAS) hasta la produccio n de los LC-PUFA. Las actividades 

desaturasa esta n designadas por ω/∆ y la posicio n de la insaturacio n en funcio n de si se toma como 

referencia el extremo metilo o carboxilo terminal, respectivamente. Por otro lado, las elongasas se 

designan como Elovl (Castro   et al., 2016) 

 

Concretamente en peces, al suministrar el perfil adecuado de a cidos grasos como 

posibles sustratos enzima ticos, 18:3n-3 y 18:2n-6, e stos experimentan una primera 

desaturacio n Δ6, seguida de una elongacio n y una segunda desaturacio n Δ5, para 

dar lugar al EPA (20:5n-3) y al AA (20:4n-6), respectivamente. Adema s, el EPA puede 

volver a experimentar dos elongaciones y una desaturacio n Δ6. Finalmente, el AG 

(24:6n-3) al salir del retí culo endoplasma tico (ER) viaja al peroxisoma 

experimentando una beta-oxidacio n para dar lugar al DHA (22:6n-3). A esta ruta de 

biosí ntesis se le conoce como la ruta de Sprecher (Sprecher, 2006). Adicionalmente, 

existe una ví a alternativa para la sí ntesis de DHA a partir de EPA, mediante una 

elongacio n y una insaturacio n directa en la posicio n Δ4 (Qiu, 2003) la cual se cree 

que metabo licamente es ma s favorable pues evita una elongacio n adicional y una β-

oxidacio n en el peroxisoma.  
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Los estudios realizados sobre el metabolismo lipí dico en peces en los u ltimos an os 

han definido una clara dicotomí a entre ambientes de agua dulce y marinos, en la que 

los peces marinos en su mayorí a carecen de la capacidad metabo lica para producir 

LC-PUFA posiblemente debido a una adaptacio n a un ambiente naturalmente rico en 

estos a cidos grasos (Gladyshev et al., 2013). Por otro lado, los peces de agua dulce, 

al no poder cubrir los requerimientos de LC-PUFA a trave s de una dieta menos rica 

en LC-PUFA, posiblemente evolucionaron seleccionando positivamente aquellas 

actividades enzima ticas que permiten la biosí ntesis de estos a cidos grasos a partir 

de sus precursores, ALA y LA (Alhazzaa et al., 2011b). 

 

1.4.1. Desaturasas (Fads2)1 

Las a cido graso desaturasas, acyl-CoA desaturasas o “front end desaturases” son 

enzimas deshidrogenasas que introducen un doble enlace en la posicio n Δ desde el 

grupo carboxilo terminal, siendo una actividad especí fica de cada desaturasa (Lo pez 

et al., 2003; Meesapyodsuk y Qiu, 2012). Se trata de una reaccio n donde la enzima 

recluta una mole cula de oxí geno mediante la coordinacio n con un io n ferro-divalente 

(Shanklin et al., 2009).  

Fundamentalmente, existen dos grandes clases de desaturasas: una de ellas esta  

constituida por las a cido graso desaturasas solubles de tipo acyl-ACP, las cuales se 

encuentran en el estroma de los pla stidos en las plantas superiores. La otra clase de 

enzimas desaturasas son las ma s abundantes y se caracterizan por ser proteí nas 

integrales de membrana del retí culo endopla smico (ER). Estas u ltimas se 

encuentran frecuentemente en todos los organismos conocidos, tanto procariotas 

como eucariotas (Shanklin y Cahoon, 1998). Ambos tipos de desaturasa llevan a 

cabo una deshidrogenacio n cis regioselectiva (Lim et al., 2014).  

 
1 En este trabajo seguimos la siguiente nomenclatura para hacer mencio n a genes y proteí nas (Xie et 

al., 2021): Homo sapiens, gen: todo el gen en mayu sculas y curviva (FADS2) y proteí na: todo en 

mayu scula sin cursiva (FADS2); Mus musculus, gen: so lo la primera letra en mayu scula y todo en 

cursiva (Fads2) y proteí na: todo en mayu sculas y sin cursiva (FADS2); Zebrafish y otras especies de 

peces, gen: todo minu scula y cursiva (fads2) y proteí na: so lo la primer letra en mayu scula y sin cursiva 

(Fads2)  
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El agente oxidante se encuentra en el mismo lugar que la posicio n del a cido graso en 

la que se va a llevar a cabo la desaturacio n o la deshidrogenacio n con la formacio n 

de una mole cula de agua (Shanklin et al., 2009).  

Dada la naturaleza de las enzimas, la arquitectura de la regio n activa difiere 

significativamente entre ambas clases. En el caso de las desaturasas solubles la 

salida del acyl-ACP de la regio n hidro foba de la enzima requiere de una solvatacio n 

energe ticamente desfavorable del acilo en un medio acuoso, mientras que en el caso 

de las desaturasas integrales de membrana, el lí pido que sale del bolsillo hidro fobo 

de la enzima se sigue encontrando en el medio hidro fobo que ofrece la membrana 

del RE (Shanklin et al., 2009) (Fig. 2). Por otro lado, la interaccio n de las desaturasas 

integrales de membrana Fads requieren de un a cido graso activado con un 

Coenzyma A (Meesapyodsuk y Qiu, 2012).  

 

 
Fig. 2- Representacio n en 3D de una Fads2. La proteí na representada corresponde al modelo 4ZYO 

de Protein Data Bank (PDB) visualizada mediante (iCn3D). En la figura se representa el espacio 

intermembrana, delimitado por el lado luminal (rojo) y el lado citoplasma tico (azul) del retí culo 

endopla smico (RE). Los dominios transmembrana se encuentran representadas por las he lices alfa 

(rojo) y las regiones orientadas hacia el citoplasma de la ce lula (gris) formando la regio n activa de la 

proteí na junto con diferentes ligandos. (Wang   et al., 2015) 
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El origen de las desaturasas tendrí a lugar en oxidasas ancestrales que surgieron en 

respuesta a un enriquecimiento en oxí geno de la atmo sfera para evitar los efectos 

dan inos de las especies reactivas del oxí geno (Shanklin y Cahoon, 1998). De ellas, 

surgieron las desaturasas y peroxidasas que si bien, hoy en dí a poseen una baja 

homologí a entre sí , mantienen una alta similaridad en las regiones activas en 

relacio n con las interacciones con el a tomo de hierro divalente. En ambos casos, las 

cadenas laterales de dos a cidos gluta micos (Glu), generan puentes con dos iones 

Fe(II). A su vez cada io n Fe(II) esta  coordinado simulta neamente con otro a cido 

gluta mico y una histidina (His). La enzima desaturasa en esta regio n activa posee 

una treonina (Thr), un dador de protones de bil que favorece la abstraccio n de los 

hidro genos procedentes de la cadena acilo del a cido graso. La sustitucio n de esta 

treonina por un a cido aspa rtico (Asp) resulta en un aumento de la tasa de oxidacio n 

o desaturacio n (Shanklin et al., 2009). Esta reaccio n bioquí mica globalmente implica 

la unio n a un oxí geno inactivado, la interaccio n con una cadena transportadora de 

electrones para la reduccio n con dos electrones y la interaccio n del sustrato en 

cuestio n a la enzima (Shanklin y Cahoon, 1998) (Fig. 3).  

 

 

Fig. 3 – Representacio n de la cadena transportadora de electrones durante la insercio n de una 

insaturacio n (www.lipidmaps.org) 

 

 

 

http://www.lipidmaps.org/
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La diversidad de las enzimas desaturasas descritas es muy amplia; e stas adema s de 

introducir insaturaciones diversas en configuracio n cis y trans tambie n son capaces 

de introducir otro tipo de modificaciones. De esta manera, encontramos enzimas 

desaturasas con actividades acetylenasa/desaturasa, desaturasa/conjugasa, 

desaturasa/hydroxilasa, entre otras (Shanklin y Cahoon, 1998). Estas enzimas son 

regioespecí ficas, modificando la cadena acilo en posiciones especí ficas, y 

regioselectivas, mostrando una alta especificidad de sustrato en funcio n de la cabeza 

polar a la que se encuentra esterificado el a cido graso (Meesapyodsuk y Qiu, 2012). 

En este sentido, se han descrito acyl-CoA desaturasas, esfingolí pido desaturasa, ACP-

desaturasa, etc. Sin embargo, en este trabajo nos centraremos en el estudio de las 

acyl-CoA desaturasas por ser las enzimas involucradas en la biosí ntesis de LC-PUFA 

(Shanklin y Cahoon, 1998).  

Las diferencias en las actividades enzima ticas descritas en las acyl-CoA desaturasas 

(Fads2) se deben a cambios en la secuencia de aminoa cidos de regiones adyacentes 

a la regio n activa de la enzima o en el mismo sustrato (Meesapyodsuk y Qiu, 2012). 

Ejemplos de esto son los trabajos realizados de mutage nesis dirigida sobre enzimas 

desaturasa donde al sustituir las posiciones adyacentes a las cajas de histidina, S213 

y K218, modificaron tanto la actividad enzima tica de la proteí na como la afinidad 

por determinados sustratos en Mucor rouxii (Na-Ranong et al., 2006). De forma 

similar, Lim et al. (2014) demostraron que 4 aminoa cidos localizados entre las 

regiones transmembrana III y IV eran los responsables de determinar la 

regioespecificidad de la enzima mientras que modificaciones en la regio n 

transmembrana IV alteraba la actividad catalí tica. Por otro lado, estudios sobre la 

Fads2 en las microalgas Glossomastix chrysoplasta y Thalassiosira pseudonana, 

determinaron que la regio n catalí tica de la enzima se encuentra entre la regio n 

transmembrana IV y V, donde cambios en las posiciones 302T y 322S alterarí an la 

conformacio n del bolsillo hidrofo bico y por lo tanto la interaccio n de la regio n activa 

con el sustrato (Shi et al., 2018). Variaciones en la regio n activa o posiciones cercanas 

alterarí an la interaccio n enzima-sustrato modulando la actividad de la enzima y la 

especificidad de sustrato. 
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1.4.2. Elongasas (Elovl) 

El otro proceso fundamental en la biosí ntesis de LC-PUFA, es la elongacio n de los 

a cidos grasos. Esta reaccio n se lleva a cabo en ciclos de 4 reacciones bioquí micas 

sucesivas: condensacio n de un malonil-CoA con un acil-CoA creciente, reduccio n del 

3-cetointermediario, deshidratacio n del 3-hidroxi-acilo, reduccio n del enoil 

produciendo el a cido graso final elongado en 2C (Nelson y Cox, 2013) (Fig. 4). De 

estos cuatro pasos, el paso limitante es el primero: la condensacio n de tipo Claisen 

del malonyl-CoA y la cadena acilo precursora. 

 

Fig. 4 - Representacio n de las diferentes etapas durante un ciclo de elongacio n de un a cido graso 

(Denic y Weissman, 2007) 

 

El estudio de la ELOVL responsable de esta condensacio n ha tenido en vilo a la 

comunidad cientí fica debido a su funcionalidad.  Dado que esta enzima, es una 

proteí na integral de membrana, resulta difí cil llevar a cabo estudios in vitro sobre su 

actividad enzima tica, siendo necesario su estudio en modelos vivos (Klug y Daum, 

2014).  
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Sin embargo, algunos autores como Denic y Weissman (2007) han podido realizar 

estudios in vitro mediante el uso de proteoliposomas. En su trabajo encontraron que 

la actividad elongasa o de condensacio n de la proteí na viene determinada por la 

posicio n de una caja de histidina, junto con los residuos de lisina y arginina 

altamente conservados, pro ximos a esa caja de histidina, los cuales interaccionarí an 

con el grupo CoA del a cido graso (Fig. 5).  

 

 

Fig. 5 – Representacio n de una elongasa expresada en Saccharomyces cerevisiae. Diferentes variantes 

introducidas por mutacio n dirigida (caja roja) generan cambios en la secuencia de aminoa cidos. Estas 

variaciones determinan la longitud del AG como sustrato, produciendo diferentes VLC-PUFA. Caja de 

histidina: caja verde. Nu meros: posiciones en la cadena de aminoa cidos de la proteí na (Denic y 

Weissman, 2007).  

 

Dichos autores encontraron que la regio n activa de la enzima se situaba en el lado 

citoso lico de la membrana y que, entre las regiones transmembrana, se formaba un 

bolsillo hidro fobo en el que se insertaba el a cido graso. La construccio n de quimeras 

de ELOVL les permitio  definir la regio n que determinaba la capacidad para elongar 

a cidos grasos de 18 a 26C. Esta regio n estaba constituida por siete aminoa cidos en 

las regiones luminales o terminales de las regiones transmembrana 6 y 7 (Denic y 

Weissman, 2007).  
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La modificacio n de la secuencia de aminoa cidos alteraba la geometrí a del bolsillo 

hidro fobo, modulando la actividad elongasa o la capacidad para elongar hasta una 

determinada longitud de la cadena acilo del a cido graso (Denic y Weissman, 2007). 

 

1.4.3. fads y elovl descritos en peces 

La capacidad que tiene un organismo para biosintetizar LC-PUFA esta  determinada 

por el repertorio de genes fads y elovl que contiene, los niveles de expresio n de estas 

enzimas, la actividad enzima tica de las correspondientes proteí nas y la especificidad 

de sustrato.  

Particularmente, en peces, por el intere s que despiertan para su cultivo en 

acuicultura, se han descrito una variedad muy amplia de Fads y Elovl con 

capacidades de biosí ntesis de LC-PUFA muy diversas. Esto es como consecuencia de 

la necesidad de reducir la dependencia sobre el uso creciente de harinas y aceites de 

pescado, principal fuente de LC PUFA n-3, para la elaboracio n de alimentos para la 

acuicultura.  

Entre las especies estudiadas, se destacan las especies eurihalinas que, al alejarse de 

la cla sica dicotomí a de ambientes de agua dulce y agua marina, presentan diferentes 

capacidades de biosí ntesis en salinidades salobres. Sin embargo, cambios en el perfil 

de a cidos grasos dietarios a diferentes salinidades pueden tener un impacto negativo 

sobre el estado sanitario de las poblaciones de peces en cultivo y sobre su fisiologí a 

(Tocher, 2015). Esto se puede ver reflejado en los í ndices de crecimiento, y tasas de 

conversio n alimenticia, entre otros para metros de cultivo y, por lo tanto, afecta de 

manera significativa los rendimientos de produccio n de las actividades acuí colas 

(Turchini et al., 2009). Así , los requerimientos en AGE varí an con la especie y varios 

estudios han demostrado que pueden ser modulables mediante la adaptacio n de la 

zootecnia de cultivo por la variacio n de las condiciones ambientales y del perfil de la 

dieta.  
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Se postula que los diferentes genes fads y elovl identificados en peces son copias 

gene ticas siendo el resultado de eventos evolutivos por duplicaciones completas del 

genoma (Whole Genome Duplication, WGD), duplicaciones en ta ndem y 

duplicaciones segmentarias, ocurridas durante la evolucio n de los peces (Monroig 

et al., 2010; Castro et al., 2012). Procesos posteriores de sub-funcionalizacio n y neo-

funcionalizacio n de estas nuevas copias de genes dieron lugar a las diversas 

actividades desaturasa y elongasa otorgando las distintas capacidades de biosí ntesis 

de LC-PUFA a los peces (Castro et al., 2012; Garrido et al., 2019).  

Concretamente en humanos, se han descrito tres desaturasas, FADS1, FADS2 y 

FADS3, situadas en el cromosoma 11 y dispuestas de manera contigua en una regio n 

que abarca 92 kb (Marquardt et al., 2000). Tanto en humanos como en el resto de los 

vertebrados estudiados, los genes para las desaturasas descritas como  FADS1 y 

FADS2 codifican proteí nas que tienen la capacidad de introducir insaturaciones en 

las posiciones Δ5 y Δ6, respectivamente (Castro et al., 2012). Los genes fads1 y fads2 

se han descrito tambie n en peces agnatos y condrictios aunque en peces teleo steos 

tan so lo se han descrito desaturasas de tipo fads2, sugiriendo la pe rdida evolutiva 

del gen fads1 de forma previa a la evolucio n de los peces teleo steos (Castro   et al., 

2012) (Fig. 6).  

Durante la radiacio n evolutiva en peces teleo steos, las diferentes copias de fads2 

fueron adquiriendo variaciones en su secuencia, dando lugar a nuevas capacidades 

de desaturacio n. Estas nuevas capacidades de biosí ntesis de LC-PUFA permitieron la 

colonizacio n de nuevos ambientes de salinidad y niveles tro ficos, generando como 

resultado la gran diversidad de fenotipos encontrados hasta ahora (Panserat et al., 

2018).  

De hecho, los peces constituyen uno de los grupos de vertebrados ma s diversos que 

existe actualmente con una marcada distribucio n latitudinal de las especies de peces 

conocidas (Rabosky et al., 2018). A su vez, tambie n presentan una amplia 

distribucio n por su adaptacio n a diferentes ambientes de salinidad donde el 80% de 

las especies de agua dulce estudiadas por Rabosky (2020) se engloban en dos 

o rdenes fundamentales, Otophysi y Cichlidae, con tan so lo un 7,4% del conjunto 

total de las especies estudiadas clasificadas como eurihalinas y/o dia dromas.  
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La historia evolutiva de cada especie pudo haber generado presiones selectivas que 

favorecieron la seleccio n de las diferentes capacidades para la biosí ntesis de LC-

PUFA (Castro et al., 2016).  

Las enzimas desaturasas, identificadas en peces teleo steos son de tipo fads2 y 

pueden presentar actividades monofuncionales, delta-5 (Δ5) o delta-6 desaturasa 

(Δ6), aunque tambie n se han observado algunos casos con actividad delta-4 

desaturasa (Δ4) (Monroig et al. 2013; Morais et al. 2012; Li et al. 2010) (Fig. 6). 

De hecho, proteí nas Fads2 con actividad bifuncional Δ5/Δ6 se han descrito en 

numerosas especies de peces como es en el caso de Danio rerio (Hastings et al., 

2001), Siganus canaliculatus (YLi et al., 2010), Oreochromis niloticus (Tannoman et 

al. 2013), Channa striata (Kuah et al., 2015), Clarias gariepinus (Kabeya et al., 2018) 

(Hastings et al. 2001; Li et al. 2010; Fonseca-Madrigal et al. 2014) y son todaví a ma s 

frecuentes las Δ6 desaturasas con actividad bifuncional Δ6/Δ8, aunque se 

encuentran fundamentalmente en especies marinas y no tanto en especies de agua 

dulce (Lopes-Marques et al., 2017).  

Las evidencias acumuladas en la actualidad permiten pensar que la mayorí a de estas 

enzimas desaturasas poseen diversas actividades desaturasa pudiendo ejercer su 

actividad sobre diferentes sustratos, aunque con variaciones en las actividades 

especí ficas sobre cada uno de ellos (Monroig et al., 2011). Esto se debe a la 

naturaleza competitiva de los sustratos por la regio n activa de la enzima. En el caso 

del tambaqui, Colossoma macropomum se ha observado que posee un metabolismo 

completo para la biosí ntesis de LC-PUFA teniendo una desaturasa de tipo fads2 

multifuncional. Curiosamente, esta enzima posee las tres actividades conocidas 

hasta ahora, Δ5, Δ6 y Δ8. Por ello, es capaz de desaturar desde los a cidos grasos 

iniciales 18:2n-6 y 18:3n-3 hasta los de cadena larga 24:5n-6 y 24:6n-3, produciendo 

AA, EPA y DHA (Ferraz et al., 2018).  
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Fig. 6 - A rbol filogene tico de la familia FADS, realizado con diferentes secuencias proteicas FADS1 y FADS2 (Castro et al., 2012) 
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Dentro del grupo de enzimas Elovl, en peces encontramos fundamentalmente dos, 

Elovl2 y Elovl5. La diferencia entre ellas radica en la especificidad de sustratos donde 

Elovl5 muestra mayor afinidad hacia AG de cadena ma s corta C18 > C20 > C22, 

mientras que Elovl2 tiene una mayor afinidad por los AG poliinsaturados de cadena 

ma s larga C22 > C20 > C18 (Agaba et al. 2005).  

Algunas especies como el tambaqui, Colossoma macropomum, poseen las dos 

elongasas, Elovl5 y Elovl2. La Elovl5 de esta especie puede elongar PUFA de C18 y 

C20, pero no puede elongar los a cidos grasos de C22. Pero la Elovl2 de tambaqui sí  

mostro  actividad sobre los AG de C18, C20 y C22, siendo mayor su actividad sobre 

los AG de C20 (Ferraz et al., 2018). De esta manera, tambaqui posee el repertorio 

completo de enzimas para la biosí ntesis de DHA desde sus precursores de C18. 

Adicionalmente se han descrito enzimas Elovl4, las cuales se caracterizan por ser 

capaces de elongar a cidos grasos de cadena larga a partir de C20 ≥ C22 (Dea k et al., 

2019; Luo et al., 2021). 

Se ha planteado que el repertorio de enzimas fads y elovl en los peces responde a un 

patro n asociado a una adaptacio n a la alimentacio n carní vora en la que 

naturalmente el perfil de a cidos grasos de su dieta es rico en LC-PUFA (Mourente y 

Tocher, 1993). De esta manera, tendrí an cubiertos los requerimientos nutricionales 

de AA, EPA y DHA, sin tener que producirlos metabo licamente.  

Por otro lado, las especies herbí voras, de agua dulce, se exponen a un perfil de AG 

rico en sustratos de biosí ntesis, LA y ALA, siendo necesaria la biosí ntesis de LC-PUFA 

a partir de sus precursores (Gladyshev et al., 2013b). Curiosamente, la mayorí a de 

los peces marinos producidos en acuicultura son carní voros, mientras que la 

mayorí a de las especies de peces de agua dulce cultivadas son omní voras o 

herbí voras (Sargent et al., 2003).  

Sin embargo, serí a ma s correcto reflejar estas ideas desde un punto de vista 

ecolo gico y hablar de nivel o ambiente tro fico. Las especies cultivadas en acuicultura 

de agua dulce generalmente tienen un nivel tro fico bajo, al alimentarse 

fundamentalmente de invertebrados, mientras que las especies de agua marina 

tienen un nivel tro fico alto, al alimentarse de otros peces (Magnone et al., 2015a; 

Parrish et al., 2016; White et al., 2019).   
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La salinidad en peces eurihalinos tambie n ha demostrado ser un factor fundamental 

en la biosí ntesis de LC-PUFA, al estimular la adaptacio n de sus actividades 

biosinte ticas por cambios en la expresio n de elongasas y desaturasas (Fonseca-

Madrigal et al., 2006). Se han descrito numerosas especies de agua dulce con 

capacidad para producir LC-PUFA con actividades desaturasa Δ6 y Δ5, entre las que 

se encuentran tambie n enzimas bifuncionales Δ6/Δ5, a excepcio n de algunas 

especies en las que tan so lo se les han identificado enzimas desaturasas con 

actividad Δ6 desaturasa como en Arapaima gigas (Lopes-Marques et al., 2017). Por 

otro lado, las especies marinas se caracterizan por poseer Δ6 desaturasa pero no Δ5 

desaturasa, aunque algunas especies como Solea senegalensis a pesar de ser especies 

fundamentalmente marinas presentan actividad Δ4 desaturasa cuando son 

estimuladas tempranamente a dietas pobres en LC-PUFA (Morais et al., 2015).  

En este sentido, las especies estudiadas hasta el presente han mostrado resultados 

contradictorios entre sí , aportando una complejidad au n no resuelta (Kabeya, et al. 

2017). En el caso del pez eurihalino Lates calcarifer, la estimulacio n por cambios en 

la salinidad ambiental y nutricional permite acumular productos intermedios, EPA, 

sin llegar a producir DHA (Alhazzaa et al. 2011).  

Contrariamente, existen diversos trabajos que sí  evidencian la estimulacio n de las 

actividades enzima ticas, desaturasas y elongasas, para la produccio n de novo de LC-

PUFA cuando los peces son cultivados a bajas salinidades, como se muestra en los 

trabajos realizados por Li et al. (2008) y Xie et al. (2015) sobre Siganus canaliculatus, 

satisfaciendo los requerimientos de LC-PUFA sin mostrar por ello, diferencias en los 

para metros de crecimiento. Lo mismo ocurre en el tambaqui amazo nico, Colossoma 

macropogum, que posee todas las enzimas necesarias para producir LC-PUFA 

(Ferraz et al., 2018). Fonseca-Madrigal et al. (2012) destacan, adema s que las 

condiciones salobres de cultivo en peces de agua dulce como Chirostoma estor 

podrí an estimular la expresio n gene tica de dichas enzimas consiguie ndose las 

mayores tasas de biosí ntesis hepa tica de LC-PUFA. Resultados muy similares fueron 

documentados para Pagrus major (Sarker et al. (2011) y ma s recientemente en 

Siganus canaliculatus (D. Xie et al., 2015a; Dizhi Xie et al., 2018), ambas especies 

marinas, donde dietas caracterizadas por tener niveles elevados de ALA en relacio n 

a LA estimulan la produccio n de LC-PUFA en aguas salobres.  
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A pesar de que cada vez son ma s numerosas las especies estudiadas en relacio n con 

este tema, los trabajos realizados hasta el momento siguen siendo insuficientes para 

poder relacionar la capacidad de biosí ntesis de una especie con el ambiente de 

salinidad y el nivel tro fico. 

 

1.4.4. Salinidad, estrés osmótico y LC-PUFA 

Como se ha visto, los factores ambientales tales como la salinidad y la temperatura 

son clave para la produccio n de las distintas especies de intere s en acuicultura. Su 

influencia tiene efectos directos sobre el rendimiento de cultivo, ma s alla  del efecto 

sobre la biosí ntesis de LC-PUFA (Stru ssmann y Nakamura, 2002; Toni, 2017). 

Adema s, el buen manejo de los factores ambientales permite la diversificacio n de la 

acuicultura por medio de una optimizacio n en el uso de los recursos naturales y 

permite adaptarnos al cambio clima tico (Ahmed y Thompson, 2019; FAO, 2017). 

Entre los impactos del cambio clima tico se encuentran cambios en la circulacio n de 

las corrientes y cambios de salinidad en los cuerpos de agua. Un ejemplo de esto, son 

los programas de mejoramiento gene tico en Pangasionodon hypophthalmus para 

adaptar los sistemas de cultivo de esta especie debido a un aumento en la entrada 

de aguas marinas al rí o Mekong (Thanh et al. 2014). En otro caso similar, Alam et al. 

(2015) lograron reducir el estre s osmo tico, mediante una suplementacio n de sal en 

la dieta, frente a ciertos eventos ambientales donde, Centropristis striata es sometido 

de forma irremediable a la influencia de aguas salobres.  

La alteracio n de la salinidad de cultivo tambie n se usa para reducir el estre s 

osmo tico y aumentar la tolerancia a otros estí mulos en acuicultura. Es frecuente este 

tipo de pra cticas en el cultivo de especies de agua dulce y durante actividades 

rutinarias como el transporte de peces (Alam et al., 2015; Harmon, 2009). Por otro 

lado, la simulacio n artificial de variaciones de temperatura, salinidad y fotoperiodo, 

permite un manejo controlado del desarrollo y el ciclo reproductivo de algunas 

especies (Bjo rnsson et al., 2011). En el caso del cultivo de Dicentrarchus labrax un 

control integral, hormonal y ambiental, se usa para acortar el ciclo reproductivo de 

la lubina aumentando el nu mero de puestas al an o (Zanuy et al., 2001). Otro ejemplo 

es la variacio n de la salinidad de cultivo en el salmo n (Salmo salar), pues al ser una 
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especie ana droma, debe de pasar por un proceso obligatorio de esmoltificacio n. En 

este proceso de transformacio n a trave s de diferentes estadí os de desarrollo parr-

smolt, los alevines experimentan cambios profundos, durante su transicio n a 

ambientes de agua marina (Betancor et al., 2016). La influencia de estos para metros 

incide directamente sobre la fisiologí a de los peces en cultivo, interfiriendo en 

procesos de reproduccio n, crecimiento, sobre el sistema inmunolo gico y la 

alimentacio n (Jobling, 2016; Lam, 1983; Magnadottir, 2010). Es fundamental evitar 

condiciones de estre s en acuicultura que afecten negativamente a la poblacio n (Toni, 

2017) y hacer un uso favorable de los para metros ambientales de cultivo para el 

control de la productividad (Bobe, 2015).  

Las respuestas fisiolo gicas desencadenadas por la salinidad ambiental son 

complejas afectando a los o rganos osmorreguladores, por ejemplo, branquias e 

intestino. A nivel celular, cambios en la salinidad generan cambios en la presio n 

osmo tica de la ce lula y desestabilizan la estructura de las proteí nas activando una 

respuesta celular al estre s (Cellular Stress Response, CSR). Como respuesta, el factor 

de transcripcio n HSF (Heat Shock Factor) aumenta la expresio n de numerosos genes 

involucrados en diferentes procesos celulares (Evans y Ku ltz, 2020) 

desencadenando una cascada de respuestas. Entre estas respuestas destacan el 

aumento en las actividades en la Na/K-ATPasa (NKA) en tejidos como branquias, 

rin ones, e hí gados en teleo steos, aumentando hacia las salinidades ma s altas (Alam 

et al., 2015; Arjona et al., 2009; Polakof et al., 2006). Estos procesos requieren de 

energí a metabo lica para la reorganizacio n celular de los tejidos y para el transporte 

activo de iones contra gradiente (Jeffries et al., 2019; Scott y Brix, 2013).  

Las respuestas a cambios de la salinidad tambie n tienen lugar en tejidos 

involucrados en el metabolismo energe tico, como el hí gado y la musculatura (Evans 

y Ku ltz, 2020; Tseng y Hwang, 2008). En una respuesta primaria y secundaria se 

produce una respuesta hormonal por la liberacio n de catecolaminas y cortisol,  

desencadenando respuestas metabo licas en tejidos diversos (Arjona et al., 2009).  
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Concretamente, a nivel de la gla ndula pituitaria adema s de producirse una liberacio n 

de hormonas liberadoras de corticotropinas (crh) tambie n se inducen cambios en la 

expresio n ge nica de receptores glucocorticoides (gr2) y receptores 

mineralocorticoides (mr) desencadenando procesos de osmorregulacio n (Aruna et 

al., 2015). A nivel del hí gado, se moviliza la glucosa y los lí pidos que van a tener una 

funcio n importante en el suministro de energí a metabo lica para afrontar los 

cambios en la salinidad de cultivo (Zhang et al., 2017). Como resultado, los peces 

desarrollan una variedad de respuestas adaptativas logrando diferentes estados de 

homeostasis segu n sean las condiciones ambientales (Ku ltz, 2015).  

Las diferentes respuestas observadas en peces frente a cambios de salinidad 

dependen de la capacidad natural de cada pez para adaptarse a determinados rangos 

de salinidad. Peces cultivados en salinidades sub-o ptimas reducirí an su capacidad 

de osmorregulacio n, desencadenando respuestas de estre s y manifestando 

desequilibrios osmo ticos como desviaciones en la osmolaridad plasma tica ma s alla  

del rango natural de valores (Alam et al., 2015). En el caso particular de los peces 

eurihalinos, e stos llegan a experimentar pequen os cambios en la osmolaridad 

plasma tica pero dentro de rangos estrechos y desencadenando respuestas 

fisiolo gicas en tejidos diversos (Alam et al., 2015; Jarvis y Ballantyne, 2003).  

 

1.5. Descripción del modelo de estudio: Paralichthys orbignyanus 

El lenguado, Paralichthys orbignyanus (Valenciennes, 1839) es una especie 

eurihalina que se distribuye en las costas de Brasil, Uruguay y Argentina (Fig. 7). Se 

consume ampliamente en Uruguay como producto de la pesca y su valor ha generado 

intere s para su cultivo en acuicultura llega ndose a desarrollar numerosas 

investigaciones en esta especie. Algunas de ellas se relacionan con el desarrollo del 

cultivo larvario (Cerqueira, 2005; Lo pez et al., 2009; Luí s A Sampaio et al., 2007), 

otras con aspectos tro ficos de la especie (Magnone et al., 2015a; Norbis y Galli, 

2004), to pico de crucial importancia para el desarrollo de los protocolos y dietas 

para su alimentacio n en acuicultura. Otros estudios han estado dirigidos 

especí ficamente a estudiar la respuesta de esta especie a diferentes factores de 

estre s en procesos de cultivo en acuicultura y transporte (Bolasina, 2011). Incluso, 
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como resultado de la trayectoria de investigacio n y desarrollo del cultivo de esta 

especie en Uruguay, recientemente se elaboro  un manual sobre el cultivo de esta 

especie (Bessonart y Salhi, 2018) que recoge la mayorí a de las informacio n que hay 

actualmente relativas a P. orbignyanus.  

 

 

Fig. 7 – Distribucio n natural del lenguado (Paralichthys orbignyanus) (www. fishbase.mnhn.fr) 

 

Se trata de un pez plano que habita a profundidades no mayores a 20-30 m, cuyas 

hembras pueden alcanzar tallas de hasta 1 m de longitud. P. orbignyanus se alimenta 

en lagunas costeras y se reproduce en el mar. En todo su rango de distribucio n, se 

extiende una franja importante de lagunas costeras de las que hace un importante 

uso, siendo uno de los predadores top del sistema.  

Magnone et al. (2015), mediante el ana lisis del perfil de a cidos grasos de las presas, 

encuentran que su dieta se compone ba sicamente de pejerrey y minoritariamente 

de camarones, en concordancia con los resultados obtenidos con estudios basados 

en contenidos estomacales (Magnone et al., 2015). La eurihalinidad de P. 

orbignyanus se ha demostrado en juveniles en cautividad (Wasielesky et al., 1995) 

en un rango de salinidad comprendido entre 0 y 55‰, pudie ndose caracterizar 

como un teleo steo marino/estuarino, eurihalino, capaz de hiper/hipo iono-

osmorregulacio n en el re gimen de fluctuacio n de salinidades al que esta especie se 



1. INTRODUCCIO N 

43 

 

enfrenta en el medio natural. En respuesta a la salinidad de cultivo, Sampaio et al. 

(2007) observaron que la tasa de fertilizacio n de huevos es directamente 

proporcional a la salinidad, aunque la eclosio n no se da a salinidades de 25‰ o 

inferiores, pero sí  a 35‰ de salinidad. Por otra parte, no observo  supervivencia de 

las larvas tras 6 dí as de cultivo a 5‰ de salinidad, pero sí  un efecto sobre el 

crecimiento de las larvas, obteniendo los mejores valores a 20 y 30ppt de salinidad. 

Tras la metamorfosis, los juveniles pueden sobrevivir incluso en agua dulce, 

demostrando la fuerte eurihalinidad de esta especie au n en edades tempranas de 

desarrollo. 

Recientemente, nuestro equipo ha caracterizado histolo gica y bioquí micamente su 

reproduccio n en la costa uruguaya (Gadea et al. 2015), constata ndose que las 

hembras de P. orbignyanus maduran sus go nadas en el ambiente marino pero 

eventualmente, si se ven impedidas de salir al mar, maduran en las lagunas, aunque 

esto les implica marcadas variaciones en el balance de a cidos grasos corporales con 

respecto a lo que se observa en el mar (Magnone et al., 2009a), lo que se podrí a 

interpretar como que las lagunas costeras constituyen a reas de alimentacio n para 

los adultos en donde satisfacen sus necesidades nutricionales al menos 

cuantitativamente (Magnone et al. 2009b). Con respecto a los requerimientos 

cualitativos de a cidos grasos en esta fase de permanencia en las lagunas se abren 

importantes interrogantes respecto a sus habilidades para sintetizar n-3 LC-PUFA a 

partir de precursores de 18 carbonos y que  efecto tienen las variaciones de salinidad 

en la activacio n de estas rutas enzima ticas.  
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2. HIPÓTESIS 

Paralichthys orbignyanus es capaz de biosintetizar LC-PUFA a partir de sus 

precursores y esta biosí ntesis se ve influenciada por la salinidad ambiental.  

 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general 

Estudiar el efecto de la salinidad sobre la capacidad de biosí ntesis endo gena de LC-

PUFA en Paralichthys orbignyanus para su posterior aplicacio n en la reduccio n de la 

inclusio n de aceite de pescado en la racio n.  

 

3.2. Objetivos específicos 

• Implementar un procedimiento de ensamblado de novo de transcriptoma 

hepa tico en P. orbignyanus que permita generar recursos gene ticos e 

identificar transcriptos novel en organismos no modelo de intere s para la 

acuicultura. 

• Identificar y caracterizar las secuencias nucleotí dicas de las enzimas fads2 y 

elovl involucradas en la biosí ntesis de LC-PUFA en P. orbignyanus. 

• Evaluar los cambios de expresio n ge nica de fads2 y elovl de Paralichthys 

orbignyanus bajo diferentes condiciones de salinidad ambiental. 

• Estudiar el perfil de a cidos grasos en Paralichthys orbignyanus cultivado a 

diferentes salinidades. 
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4. ESTRATEGIA DE INVESTIGACIÓN 

La diversificacio n de la acuicultura conlleva el desarrollo del cultivo de nuevas 

especies para las cuales la disponibilidad de recursos gene ticos, son escasos o 

incluso nulos. Dada la ausencia de recursos gene ticos en el lenguado, en una primera 

etapa nos planteamos caracterizar el transcriptoma hepa tico (mRNA-Seq), por ser 

el centro metabo lico de biosí ntesis de LC-PUFA. La aplicacio n de esta tecnologí a de 

secuenciacio n masiva (NGS) nos permitio  identificar las secuencias nucleotí dicas de 

los transcriptos codificantes de las enzimas, fads2 y elovl, adema s de los genes de 

expresio n constitutiva en P. orbignyanus. Los datos crudos de secuenciacio n fueron 

sometidos al ana lisis bioinforma tico con ensamblado de novo. Una vez, identificadas 

y caracterizadas las secuencias de intere s, las mismas fueron utilizadas para el 

disen o de un sistema de cuantificacio n de la expresio n ge nica basado en qPCR. 

En paralelo, se llevo  a cabo una experimentacio n animal con juveniles de lenguado 

para estudiar el efecto de la salinidad sobre la biosí ntesis de LC-PUFA. Para ello, se 

pusieron a punto 4 sistemas de recirculacio n, cada uno de ellos con una salinidad de 

cultivo diferente y se disen o  una dieta pobre en LC-PUFA y rica en sustratos de 

biosí ntesis. De la experimentacio n animal, se obtuvieron muestras de tejido hepa tico 

y mu sculo con piel de cada tratamiento de salinidad para poder estudiar el efecto de 

la salinidad en la biosí ntesis de LC-PUFA en P. orbignyanus.  

Las muestras de tejido hepa tico fueron utilizadas en la cuantificacio n de la expresio n 

ge nica de fads2 y elovl en las diferentes condiciones de salinidad. Las muestras de 

musculatura se utilizaron para el ana lisis del perfil de a cidos grasos en lí pidos 

totales, lí pidos polares y lí pidos neutros para estudiar ma s en detalle el efecto de la 

salinidad sobre el perfil de a cidos grasos en este tejido. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. Transcriptoma de Paralichthys orbignyanus mediante 
secuenciación masiva (mRNA-Seq) 

Para la generacio n de los recursos gene ticos necesarios de la especie objetivo se 

llevo  a cabo una secuenciacio n masiva del transcriptoma hepa tico (mRNA-seq) y un 

ensamblado de novo a partir del ARN mensajero obtenido del tejido hepa tico.  

 

5.1.1.  Obtención y muestreo de peces  

Los peces para realizar la secuenciacio n del transcriptoma hepa tico de Paralichthys 

orbignyanus, se obtuvieron mediante una pesca de arrastre en el Arroyo de Valizas 

(Rocha, Uruguay). Se capturaron varios ejemplares vivos de la especie objetivo, 

todos ellos juveniles, que se encontraban a una salinidad de 0,1ppt y a una 

temperatura de 17,7°C (Tabla 1).  

En todo momento, los peces se mantuvieron en la misma agua del arroyo y con 

aireacio n constante hasta su sacrificio y posterior muestreo en el mismo dí a. Para 

no comprometer la integridad del ARN de los tejidos, la extraccio n de los tejidos de 

cada uno de los peces se llevo  a cabo con una dosis letal de anestesia en el momento 

de ser sacrificados. Para ello, se administro  benzocaí na en ban o a una concentracio n 

de 0,5 g/L. Las muestras de tejido hepa tico se conservaron en RNAlater 

(ThermoFisher) a 4°C durante toda una noche y posteriormente a -80°C hasta su 

pro ximo uso. 

Tabla 1- Juveniles de lenguado obtenidos del medio natural (Arroyo Valizas) para 

estudios de trascripto mica (RNA-Seq). 

Ejemplar Peso (g) Longitud total (cm) 

PO05H 74 18,9 

PO06H 22 12,5 

PO07H 28 13,6 

PO08H 12 10,7 

PO09H 18 11,6 

PO10H 14 10,8 
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Adema s, de las muestras obtenidas de peces procedentes del ambiente natural, ma s 

adelante en este proyecto, se incluyo  una segunda muestra, obtenida durante la 

experimentacio n animal (Seccio n 5.4.1) para validar los resultados obtenidos. Esta 

muestra se selecciono  en base a los primeros resultados de cuantificacio n de la 

expresio n ge nica obtenidos. La muestra se proceso  bajo las mismas condiciones y 

procedimientos que se describen en este apartado. 

 

5.1.2.  Extracción de ARN 

Se extrajo el ARN total de las muestras de tejido hepa tico conservado en RNAlater 

(Thermo) mediante el procedimiento Quick RNA Miniprep Kit (Zymo Research) de 

acuerdo con las recomendaciones del fabricante. El proceso de extraccio n de ARN se 

inicia con el homogeneizado y lisis del tejido. Para ello, se corto  un fragmento inicial 

de la muestra en RNAlater de 3x3mm, que equivale aproximadamente a 50mg de 

tejido. A continuacio n, se centrifugo  la muestra en un tubo co nico, a 4°C y 3000g 

durante 3min, para eliminar restos de RNAlater. Finalmente, se eluyo  el ARN total en 

50 µL de agua libre de RNasa y se adicionaron 2.5µL de RNaseOUT (ThermoFisher). 

Se realizo  una electroforesis en agarosa con el ARN total y se cuantifico  por 

espectrofotometrí a con NanoDrop para evaluar su calidad. De esta manera, se 

verifico  el nivel de pureza de las muestras y la ausencia de degradacio n manteniendo 

aquellas que tuvieran relaciones 260/280 > 2 y 260/230 > 1,8. 

 

5.1.3.  Síntesis de ds cDNA 

A partir de la muestra que presento  la mejor calidad aparente de ARN total se 

sintetizo  el ADN complementario de doble cadena (dscDNA) mediante el kit Maxima 

H Minus Double-Stranded cDNA Synthesis de Thermo Fischer y con cebadores poli-

d(T)18 de Macrogen, para la sí ntesis de cDNA a partir de la fraccio n de mRNA. 

Finalmente, el ds cDNA obtenido fue purificado con esferas magne ticas 1,8x AMPure 

XP de Thermo Fischer y eluí do en 20 uL de agua. El ds cDNA obtenido se analizo  con 

Nanodrop para comprobar que la pureza y la concentracio n fueran adecuadas para 

los procesos posteriores de preparacio n de librerí as y secuenciacio n por RNASeq. 
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5.1.4.  Secuenciación: RNAseq y análisis bioinformático 

Se enviaron dos muestras de dscDNA a secuenciar por RNA-Seq a Macrogen (PO10H 

y PO26H) con una cobertura estimada de 100 millones de lecturas. Las lecturas 

contenidas en los archivos fastq se analizaron con FastQC para determinar la calidad 

de los datos de secuenciacio n, antes y despue s de la eliminacio n de los adaptadores 

y del filtrado de calidad mediante Trimmomatic (Phred Score > 30).  

Finalmente, con las lecturas resultantes se hizo un ensamblado de novo con 

Transabyss. El ensamblado se llevo  a cabo con k-mers desde k21 a k57 a intervalos 

de 4 k-mers. Los transcriptos obtenidos de cada uno de los ensamblados fueron 

unificados mediante el uso de la herramienta Transabyss-merge. A su vez, dada la 

tendencia de estos procedimientos multi k-mer a generar transcriptos duplicados, 

se realizo  un ana lisis de clusterizacio n con CD-HIT-EST, lo que permitio  construir 

transcriptos ma s largos, a partir de transcriptos parciales con alta identidad. Para 

ello, se definio  un punto de corte de 0,99 de identidad entre las secuencias a 

clusterizar. Para evaluar la calidad del ensamblado de novo se aplicaron estadí sticas 

sobre los distintos sets de datos obtenidos con los transcriptos ensamblados y 

adicionalmente, se uso  Bowtie2 para alinear las lecturas a los transcriptos 

ensamblados.  

 

5.2. Identificación y caracterización de fads2 y elovl en P. 

orbignyanus 

Los transcriptos ensamblados se identificaron con Blastx usando como referencia 

diferentes bases de datos. Esta herramienta traduce a proteí na cada transcripto 

usando los seis marcos de lectura posibles y los compara por identidad de secuencia 

con las bases de datos usadas como referencia. En esta ocasio n, se construyo  un set 

de secuencias fasta mediante una bu squeda de todas las secuencias proteicas 

identificadas en peces hasta el momento que estuvieran presentes en la base de 

datos nr (Non redundant de NCBI) y Uniprot. Estos sets de secuencias fueron 

utilizados para construir dos referencias diferentes con makeblastdb para utilizarlas 

finalmente en la identificacio n de transcriptos.  
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Alternativamente, se uso  HMMER para extraer las secuencias por similitud de 

dominios. Para ello, se elaboro  una referencia con HMMER-build, construida a partir 

de alineamientos realizados con ClustalW sobre un set de secuencias aminoací dicas 

representativas de cada proteí na objeto de estudio. Para obtener las secuencias de 

intere s se tradujeron a proteí na los transcriptos ensamblados con Transeq usando 

los 6 marcos posibles de lectura. El conjunto de las secuencias de proteí na posibles 

fue identificado con HMMER y confirmados finalmente por su identificacio n con 

Blastp y por alineamiento con ClustalW. 

 

5.2.1. Análisis filogenético de fads2 y elovl 

Para estudiar la relacio n filogene tica entre las diferentes secuencias de aminoa cidos 

de Fads2 y Elovls se llevaron a cabo dos alineamientos de secuencias representativas 

en peces con ClustalW. El alineamiento correspondiente a Fads2 contení a 46 

secuencias Fads2 identificadas en peces adema s de secuencias de FADS2 de 

mamí feros, humano, rata y rato n y algunas secuencias Fads1, que se utilizaron como 

grupo externo. Por otro lado, el alineamiento correspondiente a Elovl, contení a 45 

secuencias de Elovl5, Elovl4 (a y b) y Elovl2 identificadas en peces. Para asegurar la 

buena calidad del alineamiento, en ambos casos se seleccionaron aquellas 

secuencias de buena calidad, que estuvieran completas y que no tuvieran gaps.  

Una vez realizado el alineamiento se llevo  a cabo un ana lisis para determinar el 

mejor modelo evolutivo de sustitucio n de aminoa cidos con MegaX.   

El ana lisis filogene tico se llevo  a cabo con me todos bayesianos. Para ello se uso  Mr 

Bayes (Ronquist et al., 2012) en la plataforma CIPRESS (Miller et al., 2015). El 

ana lisis se llevo  a cabo con 4 cadenas (heated chains) y con 100.000 generaciones o 

hasta que la desviacio n entre las diferentes topologí as sea menor a 0,01. Se utilizo  

un modelo evolutivo de sustitucio n de aminoa cidos JTT (Jones et al., 1992). La 

visualizacio n de las diferentes topologí as resultantes, se llevo  a cabo con iTOL 

(Letunic y Bork, 2021). 
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5.3. Ensayo de cultivo a diferentes salinidades. 

Para conocer el efecto de la salinidad en el lenguado P. orbignyanus, se realizo  una 

experimentacio n animal con una duracio n de 60 dí as en la Estacio n Experimental de 

Investigaciones Marinas y Acuiculura (EEIMA), en Rocha (Uruguay). En ese periodo, 

se alimentaron juveniles de lenguado con una u nica dieta, deficiente en LC-PUFA, 

pero rica en sustratos 18:2n-6 y 18:3n-3, mantenidos a cuatro tratamientos de 

salinidad (2ppt, 10ppt, 18ppt y 26ppt), en cuatro sistemas de recirculacio n (RAS, 

por sus siglas en ingle s).  

 

5.3.1. Diseño de la dieta experimental 

Se disen o  una dieta con un perfil nutricional que estimulara la biosí ntesis de LC-

PUFA y que adema s fuera adecuada para el lenguado en los diferentes ambientes 

salobres. Este tipo de disen os requiere de la combinacio n de materias primas de 

origen terrestre, con los ingredientes habituales en una dieta marina. 

El disen o experimental de la dieta se baso  en una dieta con perfiles sub-o ptimos, de 

acuerdo con experiencias previas realizadas por nuestro grupo de trabajo (Gadea, 

2019). En el estudio, se ensayaron diferentes perfiles de a cidos grasos dietarios, 

determinando el mejor perfil dietario para un ambiente salobre en P. orbignyanus. 

Tambie n nos basamos en diferentes publicaciones bibliogra ficas que estudiaban el 

efecto de variaciones en los perfiles dietarios sobre la estimulacio n de la biosí ntesis 

endo gena de LC-PUFA (Betancor et al., 2017; Fonseca-Madrigal et al., 2006; Kabeya 

et al., 2018; Turchini et al., 2009; Xie et al., 2016) por citar algunas de ellas. El disen o 

de la dieta contiene una alta proporcio n de PUFA C18 y baja proporcio n de LC-PUFA. 

Adema s, se mantiene una mayor proporcio n de a cidos grasos n-3/n-6 y una alta 

relacio n EPA/DHA. 

Para obtener los macronutrientes necesarios en la dieta experimental, se incluyo  

harina de pescado de origen peruano (Steam dryed fish meal, Tecnologí a de 

Alimentos SA, Peru ), como fuente principal de proteí nas. Se uso  harina de pescado 

como fuente de proteí na por su mayor parecido con la alimentacio n natural un pez 

marino carní voro/piscí voro como P. orbignyanus (Furuita et al., 1999).  
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Esta harina fue previamente desengrasada mediante tres lavados con cloroformo 

para reducir el aporte de LC-PUFA. A su vez, se complemento  con harina de krill por 

su alto contenido en EPA, para reducir la relacio n DHA/EPA de la dieta final.  

Con el fin de proporcionar niveles de LC-PUFA bajos, pero no nulos, estas dos 

materias primas se complementaron con un bajo contenido de aceite de pescado, 

aportando a la dieta una baja proporcio n de AA, EPA y DHA. Como fuente de 18:2n-

6 y 18:3n-3 se incluyo  en la dieta una alta proporcio n de aceite de linaza que adema s 

de contener una proporcio n alta de sustratos de biosí ntesis de C18 PUFA, contiene 

una alta relacio n n-3/n-6. Para asegurar el aporte necesario de micronutrientes se 

incluyo  una mezcla de vitaminas y minerales (Tabla 2), adema s de carboximetil 

celulosa (CMC) como agente aglutinante.  

En base a la composicio n de a cidos grasos de las diferentes materias primeras a 

utilizar, analizados segu n se describe en la Seccio n 5.5, se formulo  la dieta 

experimental (Tabla 2). Todos los ingredientes fueron mezclados y peleteados a un 

taman o adecuado y secado a 45°C (Tabla 2). Se prepararon 9,6 kg de racio n en un 

u nico lote, que se mantuvo refrigerada durante todo el experimento.  

Tabla 2- Formulacio n de la dieta experimental.  

Ingredientes (g/kg ración) (g/kg) 
Harina de pescado 820,80 
Harina de Krill 30,00 
Aceite de linaza 78,70 
Aceite de pescado 5,00 
Mezcla de vitaminas 7,75 
Mezcla de minerals 7,75 
CMC 50,00 

CMC: carboximetil celulosa. Mezcla de vitaminas (mg/kg 
racio n): retinol acetato (9,06), colecalciferol, D3 (2), tocoferol 
acetato, E (200), menadiona, K3 (79,83), tiamina mononitrato, 
B1 (40,18), riboflavina, B2 (40), piridoxina-HCl, B6 (39,6), D-
pantotenato de calcio (98), niacina (148,5), a cido fo lico (5), 
cianocobalamina, B12 (0,02), a cido asco rbico, C (1980), 
cloruro de colina (3500). Mezcla de minerales (mg/kg racio n: 
NaCl (581,4), CoCO3 (0,24), Ca(IO3)2 (7,80), ZnO (49,79), 
NaSeO3 (0,01), MnO (3,8), Fe(CO3)2 (29,08), CuSO4 (10,05). 

 

 

 



5. MATERIALES Y ME TODOS 

52 

 

5.3.2. Diseño experimental 

El ensayo de cultivo de P. orbignyanus a diferentes salinidades se realizo  en la 

Estacio n Experimental de Investigaciones marinas y Acuicultura (EEIMA, Direccio n 

Nacional de Recursos Acua ticos - DINARA). Para ello, se seleccionaron juveniles, con 

un taman o promedio de 33,82 ± 8,77 g con un rango de pesos comprendidos entre 

20 y 50 gramos. Los juveniles procedí an de una u nica puesta natural y cultivados de 

acuerdo a los procedimientos habituales de la base experimental, a una salinidad de 

29-31 ppt hasta alcanzar 285 dí as post-desove (Bessonart y Salhi, 2018).  

Para reducir la variabilidad de taman os en las unidades de cultivo que pudiera 

resultar en diferentes niveles de ingesta, los ejemplares fueron separados en tres 

clases de taman os: pequen os, medianos y grandes. Un total de 120 juveniles fue 

distribuido en cuatro sistemas de recirculacio n de agua (RAS) con tres tanques cada 

uno a 10 peces por tanque de 100 L cada uno. Para cada sistema RAS se definio  un 

tratamiento experimental de salinidad: 2ppt, 10ppt, 18ppt o 26ppt. De esta manera, 

cada sistema RAS correspondí a a una salinidad diferente y cada tanque de cada 

sistema RAS correspondí a a una clase de taman os: pequen os, medianos y grandes, 

donde no habí a diferencias estadí sticamente significativas para cada grupo de 

taman o entre las diferentes salinidades (Tabla 10). 

Las salinidades objetivo se obtení an mediante la mezcla de agua de mar y agua dulce, 

esta u ltima procedente de agua de lluvia (acumulada en aljibe). Las mezclas de agua 

se dejaban reposar un dí a para evitar estratificaciones y se usaban para lograr una 

renovacio n diaria del agua de cultivo del 10%.  

 

De forma previa al inicio del experimento, se maduro  el biofiltro de cada sistema RAS 

a las diferentes salinidades de cultivo mediante la adicio n al sistema de NH4Cl y 

NO2Na hasta conseguir valores constantes a las 24 horas.  Durante el transcurso del 

experimento, se midieron los para metros ambientales de oxí geno disuelto (mg/L y 

% de saturacio n) y pH con una frecuencia diaria y, segu n las necesidades, de 

compuestos nitrogenados NH4+-N, NO2--N y NO3--N. Los mismos siempre se 

mantuvieron en valores o ptimos con niveles de saturacio n de oxí geno superiores al 

80% y 7 mg/L, asegurando el bienestar de los ejemplares durante todo el 
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experimento. La temperatura ambiental del laboratorio hu medo se mantuvo 

constante a 23±1°C. El mantenimiento de las unidades de cultivo se llevo  a cabo por 

el sifoneo de fondo y la limpieza del biofiltro, una vez al dí a. 

Los peces en cultivo fueron alimentados durante 60 dí as, seis veces al dí a y con una 

tasa de alimentacio n diaria del 2% con respecto a la biomasa de cultivo. Para ajustar 

la alimentacio n, de acuerdo con el crecimiento durante el experimento, se hizo 

biometrí a de los peces en cultivo en los dí as 14 y 28.  

Al finalizar la experimentacio n animal, se sacrificaron 9 peces por tratamiento de 

salinidad (3 peces por tanque) con una dosis letal de benzocaí na (0,5g/L). El 

sacrificio se realizo  individualmente para evitar posibles cambios en el 

transcriptoma hepa tico. De cada ejemplar se obtuvo el peso individual y talla (LT) y 

se disecciono  para la obtencio n de muestras de mu sculo con piel, para ana lisis 

bioquí mico conservadas a -20°C. P. orbignyanus acumula la grasa fundamentalmente 

en el tejido adiposo subcuta neo (Magnone et al., 2015b, 2015a).   

Adicionalmente, tambie n se tomaron muestras de hí gado para cuantificacio n de la 

expresio n ge nica por qPCR, conservadas en RNAlater y a -80ºC. Adicionalmente, se 

tomaron muestras de cerebro, ojo, branquias e intestino para desarrollar futuras 

lí neas de investigacio n. Todos los procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo 

con las regulaciones de manipulacio n de animales de experimentacio n (CEUA 

DINARA 001/2016). 

 

5.4. Cuantificación de la expresión génica 

Las secuencias identificadas de fads2 y elovl4 (Seccio n 2.2) se utilizaron para el 

disen o de procedimientos de cuantificacio n relativa por qPCR y, posteriormente, 

para estudiar los cambios de expresio n ge nica de las proteí nas de intere s en las 

condiciones experimentales ensayadas.  
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5.4.1. Extracción de ARN 

La extraccio n de ARN total se llevo  a cabo mediante el kit Quick RNA MiniPrep Kit de 

Zymo Research. A diferencia del procedimiento descrito anteriormente, en este caso, 

se agrego  un paso de homogeneizado previo de la muestra con nitro geno lí quido, 

debido diferencias en las propiedades de la matriz del tejido.  

La muestra tomada a partir del tejido conservado en RNAlater, se transfirio  a un 

nuevo tubo y se homogeneizo  con nitro geno lí quido hasta formar una pasta. A esta 

muestra se le adicionaron 600µL de RNA Lysis Buffer, se termino  de homogeneizar 

con un e mbolo y se continuo  con el procedimiento habitual del kit de extraccio n de 

ARN. 

La calidad de ARN total, se evaluo  mediante Nanodrop, consiguie ndose en todas las 

muestras una concentracio n alta de ARN total así  como unas relaciones 260/230 y 

260/280 por encima de 1,8 y 2, respectivamente. Adicionalmente, se realizo  

electroforesis bidimensional en agarosa de las muestras para evaluar su integridad. 

En todas ellas, se identificaron las bandas correspondientes a los ribosomas 18S y 

28S mantenie ndose una relacio n entre las bandas, donde el 28S mostraba una 

intensidad mayor a la del 18S. En ningu n caso se observo  degradacio n por debajo de 

las bandas ribosomales ni contaminacio n por DNA geno mico. 

El ARN total fue conservado a -80°C hasta su pro ximo uso en presencia de Ribolock 

para asegurar la integridad del ARN total.                     

                 

5.4.2. Diseño de qPCR para la cuantificación de fads2, elovl4 y β-
actina. 

Para estudiar el efecto de la salinidad sobre la expresio n de fads2 y elovl4, se 

disen aron varias parejas de cebadores, para los genes de intere s, así  como del gen 

de expresio n constitutiva, β-actina, a partir de los transcriptos obtenidos en la 

secuenciacio n del transcriptoma hepa tico de P. orbignyanus (Nolan   et al., 2006). El 

procedimiento desarrollado se baso  en la amplificacio n especí fica de una regio n del 

CDS de los genes de intere s, usando un me todo de identificacio n y cuantificacio n por 

la hibridacio n de sondas TaqMan para aumentar la especificidad y sensibilidad de la 

te cnica.  



5. MATERIALES Y ME TODOS 

55 

 

Se analizaron in silico todos los oligos disen ados para descartar la formacio n de 

estructuras secundarias y dí meros de cebadores, de sondas y/o de la combinacio n 

de ambos. Adicionalmente, se determino  mediante ana lisis BLAST, la especificidad 

de amplificacio n in silico de cada gen. De todos ellos, y con el fin de evitar sesgos en 

la cuantificacio n de la expresio n ge nica debido a factores experimentales propios de 

la te cnica, se seleccionaron aquellas combinaciones que, reuniendo las 

caracterí sticas mencionadas anteriormente, presentaban una eficiencia de 

amplificacio n superior al 95%, con un rango dina mico de cinco puntos, la cual fue 

determinada por el me todo de la pendiente (Schmittgen y Livak, 2008a).   

E=10(-1 pendiente⁄ )-1 

Dichas eficiencias de amplificacio n fueron utilizadas posteriormente durante el 

ana lisis de datos de la cuantificacio n de la expresio n ge nica. 

 

5.4.3. Cuantificación relativa de la expresión génica de fads2 y 
elovl4 en Paralichthys orbignyanus 

El proceso de cuantificacio n ge nica relativa por PCR a tiempo real se llevo  a cabo en 

dos etapas: transcripcio n reversa y PCR en tiempo real. En la primera etapa, se 

sintetizo  el ADN complementario (cDNA) de las muestras de ARN total extraí do 

mediante el Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher) de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para seleccionar el mRNA, la sí ntesis 

del cDNA complementario se realizo  con cebadores poli-d(T)18. Con el objetivo de 

homogeneizar las condiciones de transcripcio n reversa, en todos los casos, se utilizo  

la misma cantidad de ARN total de partida (5µg). Finalmente, se llevo  a cabo la qPCR 

en una reaccio n de 20 µL conteniendo 1x Hot Rox Master Mix (Bioron, Ludwigshafen, 

Germany). El ciclado comenzo  con una desnaturalizacio n inicial a 95°C durante 10 

minutos y 40 ciclos con un paso de desnaturalizacio n de 15 segundos a 95°C y una 

etapa de sí ntesis a 60°C durante 1 minuto. Finalmente, el proceso de qPCR termino  

con un paso final adicional de sí ntesis a 60°C durante 1 minuto. En todas las etapas 

la rampa de temperatura fue del 100%. Todas las reacciones de qPCR se llevaron a 

cabo en un ABI Prism 7500 (Applied Biosystems).   
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La cuantificacio n de la expresio n ge nica de las diferentes enzimas se realizo  en tubos 

separados para asegurar la sensibilidad de la te cnica en cada caso. Por este motivo, 

todas las sondas incluyeron el fluoro foro FAM y el quencher 3' Iowa Black® FQ. Se 

trata de un quencher negro que absorbe fluorescencia, pero emite en su lugar energí a 

en forma de calor, aumentando la sensibilidad de la te cnica al reducir la 

fluorescencia basal. La cuantificacio n de la expresio n ge nica se llevo  a cabo en placas 

de 96 pocillos, con tres re plicas intra-ensayo por muestra y con los tres genes 

cuantificados en paralelo en la misma placa. En todos los casos se incluyo  un control 

negativo por triplicado y por cada set de cebadores y sonda. A su vez se incluyeron 

re plicas inter-ensayo con el que se valido  el ana lisis de cuantificacio n de la expresio n 

ge nica.  

Los ca lculos de cuantificacio n de la expresio n ge nica se llevaron a cabo mediante el 

me todo delta-delta Ct (2–∆∆Ct) de (Pfaffl, 2001). Los valores de Ct obtenidos para 

fads2 y elovl4 se normalizaron con los valores de Ct obtenidos para la β-actina como 

gen de expresio n constitutiva (ΔCt). Los valores de cuantificacio n de la expresio n 

ge nica relativa (2–∆∆Ct) de fads2 y elovl4 se obtuvieron al comparar todos los valores 

de cada tratamiento de salinidad, 2ppt, 10ppt y 18ppt, con el menor de los valores 

obtenidos a la salinidad 26ppt (grupo control). Finalmente, se tomaron estos valores 

para llevar a cabo el ana lisis estadí stico que permitiera estudiar las diferencias en 

los niveles de expresio n de fads2 y elovl4 en las diferentes salinidades. 

 

5.5. Análisis bioquímicos 

Se realizaron ana lisis de composicio n de las harinas y aceites, utilizados en la 

elaboracio n de la dieta, de la dieta resultante y del mu sculo de los peces al principio 

(n = 12) y al final del experimento (n = 36, 9 peces por tratamiento de salinidad). Los 

ana lisis bioquí micos (humedad, proteí na, cenizas, lí pidos y a cidos grasos) se 

realizaron en el Laboratorio de Recursos Naturales (Instituto de Ecologí a y Ciencias 

Ambientales, IECA).  
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5.5.1. Proteínas, cenizas y humedad 

El contenido de humedad se determino  en las harinas, como materias primeras en 

la elaboracio n de la racio n, en la dieta experimental y en las muestras de mu sculo de 

los peces. La humedad se determino , secando aproximadamente 500mg de muestra 

en un horno a 110°C hasta obtener un peso constante (AOAC, 2006). En todos los 

casos, la muestra se tomo  por duplicado y en simulta neo con la toma de muestra 

para otros ana lisis. 

El contenido en cenizas y de proteí na bruta se determino  sobre las harinas y la dieta 

elaborada. El contenido en cenizas se determino  mediante incineracio n de la 

muestra en un horno mufla a 500°C (AOAC, 2006). Mientras que el contenido en 

proteí na bruta se calculo  a partir del contenido en nitro geno total determinado 

mediante el me todo de Kjedahl (AOAC, 2006). Se utilizo  6,25 como factor de 

conversio n de N a proteí na, asumiendo que el contenido de N de la proteí na es de 

16%.  

 

5.5.2. Lípidos totales 

De acuerdo a la te cnica descrita por Folch et al. (1957), los lí pidos totales se 

extrajeron con una mezcla de cloroformo:metanol (C:M 2:1). La muestra hu meda 

(aproximadamente 1 g pesado exactamente, 0,1 mg) se homogeneizo  con C:M y se 

filtro  el homogeneizado utilizando 20 mL de mezcla C:M. A continuacio n, se agrego  

al extracto 4 mL solucio n de NaCl 0,73% (1/5 parte del volumen de C:M utilizado) 

para una adecuada separacio n en dos fases. Se descarto  la fase hidroalcoho lica y se 

recupero  la fraccio n clorofo rmica que contení a los lí pidos extraí dos.  

El cloroformo se evaporo  en el rotavapor (temperatura 40C) y los lí pidos totales 

se trasvasaron cuantitativamente a un tubo de ensayo previamente pesado usando 

1ml de cloroformo. Tras la eliminacio n del cloroformo en una corriente de gas 

nitro geno, los lí pidos totales se cuantificaron por gravimetrí a en una balanza de 

precisio n 0,1 mg.  Cada muestra se analizo  por duplicado. 
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5.5.3. Lípidos polares y neutros. 

Para cada muestra de mu sculo, una de las dos re plicas obtenidas durante la 

extraccio n de lí pidos totales fue utilizada para la separacio n de lí pidos polares (LP) 

y neutros (LN). Esta separacio n se realizo  mediante una cromatografí a de adsorcio n 

en columna de sí lice (SepPack® Classic Silica cartridges, Waters Corporation) segu n 

un procedimiento descrito por Juaneda y Rocquelin (1985).  

Esta separacio n consistio  en cargar 30 mg de LT en una columna SepPack® por la 

que a continuacio n, se hicieron pasar 20 mL de cloroformo y 20 mL de cloroformo-

metanol (49:1) para la elucio n de los lí pidos neutros. A continuacio n, sobre el mismo 

cartucho SepPack®, se hicieron pasar 30 mL de metanol para la elusio n de los 

lí pidos polares. Las fracciones colectadas en matraces de evaporacio n se evaporaron 

en rotavapor. Los lí pidos fueron recuperados de igual forma como se describio  para 

los lí pidos totales para su cuantificacio n por gravimetrí a. Los contenidos de LP y LN 

se expresaron como porcentaje de los lí pidos totales y como porcentaje de la 

muestra (mu sculo con piel) en base al contenido de LT de la misma. 

 

5.5.4. Ácidos grasos 

Los a cidos grasos de los lí pidos totales (LT), polares (LP) y neutros (LN) de las 

muestras se utilizaron para la obtencio n de e steres metí licos de a cidos grasos 

(FAME, Fatty Acid Methyl Esters) por transesterificacio n con metanol  en medio a cido 

(H2SO4) (William W Christie, 2010). 

Los e steres metí licos obtenidos se separaron por cromatografí a de gases (Hewlett 

Packard 5890) acoplado a un sistema de deteccio n por ionizacio n en llama (GC-FID). 

Para ello, la muestra metilada se inyecto  en modo split a 250°C, en una columna 

capilar ZB-WAX (Zebron, Phenomenex), utilizando nitro geno como gas portador. La 

columna inicialmente se mantuvo a 190°C durante 5 minutos y a continuacio n, se 

llevo  a 225°C con una rampa de 1,8ºC/min durante 35 minutos. Los a cidos grasos 

fueron identificados por comparacio n de los tiempos de retencio n con esta ndares 

de e steres metí licos (37 Component FAME Mix, Supelco CRM47885, Bellefonte, USA) 

y esta ndares preparados a partir de un aceite de pescado caracterizado (Salhi y 

Bessonart, 2012). 
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Para la cuantificacio n de a cidos grasos de los LT de la dieta experimental y sus 

ingredientes se uso  19:0 como esta ndar interno al 7% de la muestra de lí pidos, 

mientras que, para el ana lisis del perfil de a cidos grasos de los LT, LP y LN de las 

muestras de mu sculo no se uso  esta ndar interno, expresando su contenido como 

porcentaje del total de a cidos grasos (% de a rea). 

En los casos en los que se uso  esta ndar interno (ingredientes y dieta) para la 

expresio n del contenido de a cidos grasos en % de la muestra se aplico  la siguiente 

relacio n: 

% 𝐴𝐺 𝑒𝑛 𝑃𝑆 =  
Á𝑟𝑒𝑎 𝐴𝐺 × % 𝑆𝑡𝑑 ×  % 𝐿í𝑝𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑒𝑛 𝑃𝑆 

Á𝑟𝑒𝑎 𝑆𝑡𝑑 × 100
 

 

‒ A rea AG: a rea absoluta del AG. 

‒ A rea Std: a rea absoluta del esta ndar. 

‒ % Std: porcentaje del esta ndar utilizado (19:0) sobre la muestra de lí pidos. 

‒ % Lí pidos en PS: Porcentaje de lí pidos sobre la muestra en peso seco. 

Mientras que en los casos en los que no se uso  esta ndar interno, en las muestras de 

mu sculo, el contenido de AG se calculo  usando la siguiente relacio n: 

 

% 𝐴𝐺 𝑒𝑛 𝑃𝑆 =  
Á𝑟𝑒𝑎 𝐴𝐺 ×  % 𝐿í𝑝𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑒𝑛 𝑃𝑆 

Á𝑟𝑒𝑎 𝑆𝑡𝑑
 

 

El contenido de AG en mu sculo se expreso  finalmente en mg AG / g de la muestra en 

peso seco.  

𝑚𝑔 𝐴𝐺 𝑔 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑃𝑆⁄ = % 𝐴𝐺 𝑒𝑛 𝑃𝑆 × 10 

 

 

 



5. MATERIALES Y ME TODOS 

60 

 

5.6. Expresión heteróloga en levaduras 

El estudio de la actividad enzima tica de Fads2 y Elovl de P. orbignyanus se realizo  

parcialmente en esta tesis llegando hasta la obtencio n del pla smido recombinante 

de elovl y fads2. En esta seccio n se describe el disen o desarrollado para la generacio n 

de un pla smido recombinante que contiene la regio n codificante (CDS) de fads2 y 

elovl. Este pla smido recombinante se uso  en la transformacio n de E. coli para la 

clonacio n del pla smido. La expresio n posterior de este pla smido en S. cerevisiae es 

necesaria debido a que, al ser un organismo eucariota, posee los mecanismos de 

plegamiento de proteí nas transmembrana necesarios para una expresio n funcional 

de las proteí nas Fads2 y Elovl. 

 

5.6.1. Amplificación del CDS de fads2 y elovl4 

La amplificacio n de los CDS de fads2 y elovl se llevo  a cabo mediante una PCR 

anidada (Nested PCR) por la alta complejidad de las regiones 5’-UTR y 3’-UTR de 

ambos transcriptos. La amplificacio n del CDS se llevo  a cabo en dos etapas. La 

primera de ellas permitio  una amplificacio n especí fica de una regio n que incluye el 

CDS, así  como regiones parciales 5’-UTR y 3’-UTR. La segunda etapa incluyo  una 

segunda amplificacio n a partir de los amplicones generados y la adicio n de 

secuencias de restriccio n que se usaron para generar extremos cohesivos. 

Para el disen o de los cebadores, se uso  Artemis y OligoAnalyzer™ Tool (IDT). Con 

ellas, se crearon diferentes candidatos de cebadores para la amplificacio n de las 

regiones de intere s. Los cebadores seleccionados fueron adquiridos en IDT 

(www.idtdna.com). Todas las PCR fueron optimizadas y realizadas con ADN 

complementario obtenido de las muestras de tejido hepa tico de P. orbignyanus 

(Seccio n 5.3).  

Las amplificaciones por PCR se realizaron con la enzima Phusion™ High-Fidelity 

DNA Polymerase (2 U/µL) de Thermo Scientific™. El mix de PCR se llevo  a cabo 

siguiendo las instrucciones del fabricante. La optimizacio n de las Ta (Annealing 

temperature) se realizo  mediante una PCR en gradiente, usando rangos de 

temperatura alrededor de la temperatura o ptima determinada in silico para cada 

pareja de cebadores (56-68°C).  

https://www.idtdna.com/
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Los productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa (1%) 

usando un marcador de peso molecular GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder de Thermo 

Scientific™. Para cada pareja de cebadores, se determino  la Ta (temperatura de 

annealing) o ptima en la que se obtiene un producto de PCR del taman o esperado. Se 

descartaron aquellas temperaturas donde no hubo amplificacio n o donde los 

productos secundarios eran numerosos y/o muy predominantes. Se asumio  cierta 

ineficiencia de amplificacio n debido a las caracterí sticas tan dispares de las regiones 

5’-UTR y 3’-UTR por su contenido en GC, su tendencia a formar estructuras 

secundarias y dí meros de cebadores.  

Los amplicones visualizados en la electroforesis fueron purificados mediante 

recorte de banda y purificacio n posterior en gel con Zymoclean Gel DNA Recovery 

Kit de Zymo Research siguiendo las recomendaciones del fabricante. El ADN 

obtenido fue cuantificado por NanoDrop. Tambie n se verifico  la ausencia de 

contaminantes que pudieran inhibir la segunda PCR, mediante las relaciones 

280/260 > 1,80 y 230/260 > 2.  

De igual forma, para la segunda PCR se disen aron varias parejas de cebadores. En 

este caso la secuencia del cebador contení a una secuencia de amplificacio n 

especí fica en 5’-UTR y 3’-UTR ma s una secuencia de restriccio n reconocibles por las 

enzimas de restriccio n KpnI y XbaI respectivamente. El amplico n generado, contiene 

el CDS completo de la proteí na objeto de intere s, incluyendo los codones start y stop, 

así  como los sitios de restriccio n que generan extremos cohesivos, facilitando su 

recombinacio n con el pla smido PYES2 (Thermo Scientific™) (Fig. 8). 
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Fig. 8 – Representacio n esquema tica del pla smido PYES2. En e l se muestran las posiciones de los 

sitios de restriccio n KpnI y XbaI utilizados en el disen o de recombinacio n. En direccio n 5’ al primer 

sitio de restriccio n, KpnI, se encuentra la regio n promotora GAL1 que induce la expresio n de la 

proteí na en presencia de galactosa. Contiene los orí genes de replicacio n del pla smido, ori y 

2micron_origin, adema s de los genes de seleccio n, AmpR y URA3, en E. coli y S. cerevisiae.    

 

Se hizo una PCR en gradiente para optimizar la segunda amplificacio n de la PCR 

anidada (46-63°C). Debido a que los cebadores presentan dos regiones 

diferenciables, se determinaron dos ciclados diferentes en la misma reaccio n de PCR. 

Se definio  una temperatura o ptima para el primer ciclado (3 ciclos) con la Ta o ptima 

para la hibridacio n especí fica del cebador al amplico n generado en la primer PCR. 

Posteriormente se definio  una segunda Ta especí fica ma s alta en el segundo ciclado 

(32 ciclos) para la hibridacio n del cebador completo a los nuevos productos de PCR, 

generados durante los primeros tres ciclos. Finalmente, el producto de PCR obtenido 

durante la segunda amplificacio n tambie n se sometio  a recorte de banda y 

purificacio n en gel.  

Los productos de PCR de fads2 y elovl4 fueron verificados por secuenciacio n Sanger 

(Macrogen). Una vez optimizado el disen o se realizaron tantas PCR como fueron 

necesarias hasta acumular al menos 1 µg de producto de PCR. Una vez se obtuvieron 

las cantidades suficientes de productos de PCR para fads2 y elovl4, tanto los 

productos de PCR como el pla smido circular PYES2 fueron digeridos en reacciones 
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separadas, con las enzimas de restriccio n KpnI y XbaI (New England BioLabs, NEB). 

Las condiciones finales de PCR optimizadas para la generacio n de los insertos se 

encuentran en la seccio n de resultados en el apartado 6.6. 

 

5.6.2. Digestión del plásmido y los productos de PCR 

La digestio n de los productos de PCR y del pla smido PYES2, se llevo  a cabo siguiendo 

las recomendaciones del fabricante. Las proporciones de las enzimas y la eleccio n 

del bu fer de digestio n se determinaron mediante la aplicacio n web de NEB, 

NEBcloner (www.nebcloner.neb.com) (Tabla 3). 

 

Tabla 3 – Combinacio n de reactivos para la digestio n del pla smido PYES2 y de los productos de PCR 

de fads2 y elovl4. 

Componente PYES2 fads2 elovl4 
ADN (pla smido, inserto) 2µl 40µl 17µl 
10x NEB buffer r2.1 5µl 5µl 5µl 
KpnI 2µl 2µl 2µl 
XbaI 0,5µl 0,5µl 0,5µl 
Agua 41µl 3µl 26µl 

Las tres reacciones se incubaron en un termo bloque a 37°C durante una hora. Los 

productos digeridos fueron purificados con beads magne ticas en una proporcio n 1x 

(AMPure XP beads) para eliminar fragmentos inferiores a 300pb. Este disen o 

contempla que el producto purificado correspondiente al pla smido contenga el 

pla smido PYES2 linearizado con los extremos cohesivos de las secuencias de 

restriccio n KpnI y XbaI (Fig. 9). Los insertos obtenidos fueron cuantificados por 

NanoDrop.  

 

http://www.nebcloner.neb.com/
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Fig. 9- Representacio n esquema tica de la digestio n de PYES2. Tras la digestio n del pla smido, 

originalmente circular, la mole cula pasa a ser lineal. El fragmento 1 (Fragment 1) representa el 

pla smido con los fragmentos cohesivos de KpnI y XbaI. Tras la purificacio n con beads magne ticas, el 

fragmento 2 (Fragment 2), el espacio delimitado por los sitios de restriccio n KpnI y XbaI, es 

eliminado. Durante la ligacio n, el fragmento 2 es sustituido por el inserto de fads2 o elovl4 

respectivamente. 

 

5.6.3. Recombinación del plásmido vector de expresión PYES2 

Los insertos generados de fads2 y elovl4, se utilizaron en un proceso de 

recombinacio n con el pla smido PYES2 tambie n digerido (Tabla 4). 

La ligacio n de los productos se llevo  a cabo con una T7 ligasa de New England 

BioLabs. Se uso  NEBio Calculator (www.nebiocalculator.neb.com) para determinar 

la cantidad de inserto y de pla smido que debe de combinarse en la reaccio n de 

ligacio n. Los reactivos se mezclaron manteniendo una relacio n 3:1 ng del inserto con 

respecto al pla smido. 

 

Tabla 4- Reaccio n de recombinacio n de los productos diferidos, PYES2 con fads2 y elovl4. 

Componente fads2 elovl4 

T7 DNA Ligase Buffer (2x) 10 µL 10 µL 

Vector DNA (50ng) 11,4 µL 11,4 µL 

Insert DNA (fads2, elovl4) 2,2 µL 1,9 µL 

T7 DNase Ligase 1 µL 1 µL 

 

http://www.nebiocalculator.neb.com/
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La mezcla de reactivos se incubo  a 25°C durante 30 minutos. A continuacio n, el 

producto de ligacio n se conservo  a -20°C hasta su uso para la transformacio n de 

Escherichia coli. De este procedimiento, se espera que el pla smido construido para 

fads2 (Fig. 10) y elovl4 (Fig. 11) contenga todos los elementos para la transformacio n 

y seleccio n en E. coli y en S. cerevisiae adema s de tener la capacidad de expresar las 

proteí nas Fads2 y Elovl. 

 
Fig. 10 – Reconstruccio n in silico del pla smido recombinante que contiene el CDS completo de fads2. 

El constructo final contiene la regio n del pla smido PYES2 (PYES2 Fragment 1) y el inserto generado 

para fads2 (fads2 insert). El inserto a su vez contiene el CDS de fads2 y los sitios de restriccio n que 

actu an como extremos cohesivos durante la ligacio n. 

 

Fig. 11 – Reconstruccio n in silico del pla smido recombinante que contiene el CDS completo de elovl4. 

El pla smido recombinante contiene todos los elementos necesarios de PYES2 para la transformacio n 

y expresio n en E.coli y en S. cerevisiae, así  como el CDS completo de elovl4 incluyendo el codo n start 

y stop para la traduccio n de la proteí na. 
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5.6.4. Transformación y clonación en E. coli 

La transformacio n de E. coli se realizo  con NEB® Stable Competent E. coli (High 

Efficiency) (New England BioLabs) usando el protocolo de transformacio n de NEB, 

High Efficiency Transformation for NEB® Stable Competent E. coli. En este caso, se 

uso  el mayor volumen de pla smido recombinante, 2µL, en 50µL de ce lulas 

competentes recie n descongeladas. Una vez finalizada la transformacio n se 

sembraron 100µL de ce lulas transformadas en cuatro placas de medio de cultivo LB 

suplementadas con 50µg/mL de Ampicilina. Las placas se dejaron secar de 30 

minutos a una hora y a continuacio n se pusieron a incubar a 37ºC durante 48 horas.  

Las colonias se visualizaron en una lupa (Fig. 12), eligiendo aquellas colonias 

aisladas lo suficientemente definidas.  

 

 

Fig. 12 – Crecimiento de colonias de E.coli transformadas con pla smido recombinante. Placa de cultivo 

LB suplementada con Ampicilina. Crecimiento a las 48 horas. 
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Se verifico  la presencia del inserto en las colonias transformadas mediante una PCR. 

Para realizar la PCR se usaron los cebadores de la segunda PCR de la nested PCR. Se 

uso  la Ta de la segunda amplificacio n. Para realizar la PCR se preparo  un mix de PCR 

con Phusion de acuerdo con las recomendaciones del fabricante, con un volumen 

equivalente al nu mero de colonias seleccionadas y con los cebadores 

correspondientes a cada proteí na. El mix de PCR fue alicuotado y mantenido en hielo 

hasta su uso. 

Las colonias seleccionadas (Fig. 13 izqda.) se repicaron con un palillo autoclavado 

en una nueva placa de LB suplementada con ampicilina, para su crecimiento. Tras 

repicar la colonia en la nueva placa (Fig. 13 dcha.), el palillo se introdujo en el mix 

de PCR preparado previamente. Se llevo  a cabo la PCR correspondiente a cada 

proteí na amplificada. Se verifico  la presencia de producto de PCR mediante 

electroforesis en agarosa (1%), usando una escalera molecular para confirmar el 

taman o esperado del amplico n. Una vez verificada la presencia del CDS en la colonia, 

e sta se vuelve a repicar (Fig. 13 dcha) en 5ml de caldo LB suplementado con 

Amplicilina, siendo necesario su cultivo a 37°C durante 24h a 48h con agitacio n 

constante a 150 rpm.  

 

 

Fig. 13 – Seleccio n de colonias y repique en placa para su crecimiento. 
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Pasadas las 48 horas, el medio fue sometido a extraccio n de pla smido con Monarch 

Plasmid Miniprep Kit (New England BioLabs) de acuerdo con las recomendaciones 

del fabricante. Del volumen de cultivo generado, se conservo  1ml a -80°C. En 

paralelo, el medio de cultivo restante se centrifugo  a 10.000 g (30 s) hasta conseguir 

un pellet de ce lulas y eliminando el sobrenadante. A continuacio n, se procedio  a la 

extraccio n del pla smido. El me todo consistio  en una lisis inicial de las ce lulas en un 

medio alcalino. A continuacio n, se neutralizo  la solucio n homoge nea y se aglutinaron 

los restos celulares. El sobrenadante que contení a el ADN, fue recuperado y se filtro  

por una columna de adsorcio n que en la que se adhiere el ADN a una matriz de sí lica. 

El ADN contenido en la matriz se lavo  con una solucio n etano lica y finalmente fue 

eluí do en el bu fer de elusio n. Los pla smidos obtenidos fueron cuantificados por 

NanoDrop y enviados a Macrogen para la verificacio n de la presencia del inserto y 

su correcta orientacio n en el pla smido recombinante. Para ello, se secuencio  por 

me todo de Sanger usando un cebador universal universal T7promoter, el cual se 

encuentra corriente arriba del inserto (Fig. 8).  

 

5.7. Análisis de datos 

El ana lisis estadí stico de los resultados se llevo  a cabo en R v4.0.3. En aquellos casos 

en los que se demostro  que los datos seguí an una distribucio n normal y presentaban 

homocedasticidad se usaron test parame tricos. Para determinar el efecto de 

diferentes de la salinidad en diferentes variables de intere s se uso  ANOVA de una ví a 

y ana lisis Post-hoc para hacer comparaciones mu ltiples por mediante la prueba de 

Tukey HSD. En el resto de los casos se usaron test estadí sticos no parame tricos, 

Kruskal-Wallis para estudiar si existí an diferencias estadí sticamente significativas 

entre los diferentes tratamientos y se realizaron comparaciones mu ltiples con la 

prueba de Wilcoxon. A su vez el ana lisis de componentes principales se realizo  con 

prcomp.  
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6. RESULTADOS. 

6.1. Transcriptoma de P. orbignyanus 

6.1.1. RNAseq. 

El ana lisis de calidad de la muestra del ds cDNA del mRNA en 2100 Bioanalyzer de 

Agilent, mostro  que la muestra no presentaba degradacio n, concentra ndose la 

mayor parte del ds cDNA alrededor de los 600 y los 2000 pb (Fig. 14). En ese rango, 

se observaron los picos caracterí sticos correspondientes a los mRNA de distinta 

longitud y con diferentes niveles de representacio n en la muestra. No se pudo 

calcular el RNA integrity number (RIN) debido a que el cDNA corresponde al mRNA 

y por ello no se observan los picos caracterí sticos del ARN ribosomal en el 

electroferograma.  

 

 

Fig. 14 – Electroferograma del ds cDNA obtenido del ARN mensajero de la muestra (PO10H). Se 

destaca la ausencia de picos ribosomales debido a la estrategia de sí ntesis de cDNA mediante el uso 

de cebadores poli-d(T). 
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Tras la preparacio n de la librerí a, el ana lisis de calidad de la muestra mostro  una 

distribucio n de taman os de los fragmentos alrededor de los 363 y 333 pares de bases 

(Fig. 15) y una concentracio n resultante de 190.82 nM. 

 

 

 

 

Fig. 15 – Ana lisis de calidad de las librerí as secuenciadas. Ana lisis de fragmentos donde se muestra 

la distribucio n de taman os de la librerí a preparada para secuenciar. Ambos perfiles muestran dos 

librerí as sin fragmentos cortos ni presencia de contaminantes. (arriba: PO10H, abajo: PO26H). 

 

Como resultado de la secuenciacio n, las muestras secuenciadas (PO10H y PO26H) 

generaron 114,6 y 125.9 millones de lecturas (reads), respectivamente (Tabla 5). Los 

mismos han sido depositados en las bases de datos GenBank con los nu meros de 
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acceso, SRR25109571 y SRR25109572. El ana lisis inicial de la calidad de los 

archivos, realizado mediante FastQC, demostro  la ausencia de adaptadores y una alta 

calidad de los reads. El filtrado de los reads mediante Trimmomatic (Bolger   et al., 

2014), habiendo fijado un umbral de calidad Q Score de 28, retuvo la gran mayorí a 

de los reads (Tabla 5).  

 

Tabla 5 - Lecturas obtenidas tras el filtrado con Trimmomatic. utilizando las lecturas pareadas y las 

no pareadas para realizar el ensamblado de novo. 

 SRR25109571 SRR25109572 

 N° reads Porcentaje N° reads Porcentaje 

Reads pareados inicial 57.291.789  63.163.041  

Conservados ambos:  54.103.661 94,44 61.126.704 96,78 

Conservados sólo forward:  1.737.425 3,03 1.039.215 1,65 

Conservados sólo reverse:  1.088.087 1,90 802.512 1,27 

Eliminados: 362.616 0,63 194.610 0,31 

TOTAL 56.929.173 99,37 62.968.431 99,7 

 

Finalmente, el ensamblado multi k-mer genero  1.263.743 y 13.328.285 contigs para 

PO10H y PO26H, respectivamente. Dichos contigs se redujeron tras una 

clusterizacio n por identidad de secuencia con CD-HIT-EST a 1.221.188 y 2.101.637 

unigenes.  

Del ensamblado de las lecturas usando el transcriptoma ensamblado de novo como 

referencia se obtuvo un alineamiento del 86,81% y del 93,31% de SRR25109571 y 

SRR25109572, respectivamente.  

Mediante el ana lisis BUSCO se analizo  la representacio n de las diferentes proteí nas 

en la base de datos de BUSCO para actinopterigios. Los resultados mostraron que el 

74,8% y 77.9% de los transcriptos se encontraban representados en la base de datos. 

Adema s, el 63,4% y el 63.7% de las proteí nas identificadas se encontraban 

completas y que particularmente, la muestra SRR25109572, se destaca por contener 

mayor porcentaje de proteí nas completas duplicadas (Tabla 6).  
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Tabla 6 - Evaluacio n de la representacio n del transcriptoma de P. orbignyanus mediante el ana lisis 

BUSCO. Se uso  la base de datos de Actinopterigios en BUSCO representada por 4584 grupos orto logos 

de proteí nas. 

BUSCO (%) SRR25109571 SRR25109572 

Complete 63 63,7 

Single-copy 35,3 26 

Duplicated 27,7 37,7 

Fragmented 11,8 14,2 

Missing 25,2 22,1 

 

De todos los transcriptos obtenidos, 106.327 y 251.499 identificaron con alguna 

secuencia de proteí na en peces de la base de datos nr de GenBank, mientras que 

47.111 y 101.741 lo hicieron con alguna secuencia de Swissprot de UniProt. 

 

6.2. Identificación y caracterización de fads2 y elovl en P. 

orbignyanus 

6.2.1. fads2 en P. orbignyanus 

De los transcriptos identificados como fads2 se obtuvo una secuencia completa de 

2069 pb. En ella, se pudieron identificar las regiones CDS (regio n codificante) y las 

5’ y 3’ UTR. La regio n 3’UTR contení a tambie n la cola poli-A caracterí stica de los ARN 

mensajero en eucariotas. La calidad del ensamblado de este transcripto pudo ser 

verificada mediante su alineamiento con otras secuencias homo logas bien 

caracterizadas. El CDS presenta una extensio n de 1332 pb que codifica para una 

proteí na de 443 aminoa cidos. La secuencia de aminoa cidos de Fads2 mostro  una 

identidad del 98,8% con la misma proteí na identificada en P. olivaceus (AJG36440.1) 

y del 98,42% con P. lethostigma (WJY55134.1). 

En la secuencia proteica se identifico  el dominio citocromo-b con el grupo hemo 

caracterí stico y el dominio desaturasa, con las tres cajas de histidina, HXXXH, HXXHH 

y QXXHH, en la regio n activa de la enzima y los 4 dominios transmembrana. Los 4 

aminoa cidos, FHIQ, que determinan la actividad Δ6 desaturasa se encontraron en la 

tercera regio n transmembrana (Fig. 16). 
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Fig. 16- Representacio n gra fica en dos dimensiones de la Fads2 identificada en P. orbignyanus. Hbox: 

caja de histidina, Heme: grupo hemo, b5-cyt: citocromo b5.  

 

El ana lisis filogene tico mostro  una topologí a donde se refleja la relacio n filogene tica 

que existe entre las especies seleccionadas (Fig. 17). La secuencia correspondiente 

a la Fads2 de P. orbignyanus se agrupo  en el clado en conjunto con especies 

filogene ticamente relacionadas como P. olivaceus y P. lethostigma.  
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Fig. 17 - Ana lisis filogene tico de Fads2 de P. orbignyanus (Fernandez-Lo pez   et al., 2024).  

6.2.2. elovl en P. orbignyanus 

A partir de los transcriptos obtenidos durante el ensamblado de novo del 

transcriptoma hepa tico de P. orbignyanus, se identificaron varias secuencias elovl. 

Entre ellas, una elovl4 completa y secuencias parciales cortas con diferentes 

porcentajes de identidad con varias elovl. No se identificaron otras elovl involucradas 

en la biosí ntesis de LC-PUFA como elovl2.  

El transcripto identificado como elovl4 contení a una secuencia de 1746pb con un 

CDS que codifica para una proteí na de 263 aminoa cidos adema s de las regiones 

5’UTR y 3’UTR con la cola poli-A caracterí stica en la regio n 3’UTR. La proteí na Elovl4 
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de P. orbignyanus presento  una identidad del 96,20% con la misma secuencia 

publicada para P. olivaceus (XM_020091769), 88,21% con Hippoglossus hippoglossus 

(XP_034437921) y 82,13% con Lates calcarifer (XP_018522864). El test de 

hidrofobicidad predijo 6 dominios transmembrana (Gasteiger   et al., 2005). Se 

identifico  una caja de histidina, HXXHH, como es comu n en las Elovl4. 

El ana lisis filogene tico mostro  que la secuencia identificada como Elovl4, se 

encuentra en el clado correspondiente a Elovl4b en proximidad con otras especies 

del grupo de los pleuronectiformes (Fig. 18).  

 

 

Fig. 18- Ana lisis filogene tico de Elovl4 de P. orbignyanus (Fernandez-Lo pez   et al., 2024) 
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6.3. Cultivo de P. orbignyanus a diferentes salinidades 

6.3.1.  Dieta 

Los perfiles de AG de las harinas y aceites utilizados en la elaboracio n de la dieta 

experimental se muestran en la Tabla 7.  

Tabla 7- Contenido de a cidos grasos (% peso seco) de las harinas y aceites utilizados para la 

elaboracio n de la racio n.  

Ácido graso Harina de 

krill 

Harina de 

pescado* 

Aceite de 

pescado 

Aceite de 

linaza 

14:0 1,12 0,13 4,69 0,10 

16:0 2,01 0,51 12,58 8,01 

18:0 0,18 0,12 2,79 5,28 

18:1n-9 1,42 0,17 17,46 22,89 

18:1n-7 0,79 0,08 3,89 0,30 

18:2n-6 0,24 0,02 3,35 18,40 

18:3n-6 0,01 0,01 0,20 0,01 

19:0 1,17 0,24 0,17 0,03 

18:3n-4 0,01 0,00 0,23 0,09 

18:3n-3 0,06 0,03 1,48 42,19 

18:4n-3 0,28 0,03 3,66 0,01 

20:0 0,00 0,00 0,01 0,01 

20:1n-11 0,11 0,00 3,98 0,16 

20:1n-9 0,04 0,03 0,47 0,10 

20:1n-7 0,00 0,01 0,08 0,04 

20:2n-6 0,01 0,00 0,38 0,01 

20:3n-6 0,02 0,01 0,18 0,09 

20:4n-6 0,06 0,03 0,88 0,08 

20:3n-3 0,01 0,00 0,22 0,06 

20:4n-3 0,04 0,01 0,92 0,01 

20:5n-3 1,65 0,27 8,91 0,00 

22:1n-11 0,00 0,04 2,15 0,01 

22:1n-9 0,10 0,01 0,86 0,17 

22:1n-7 0,03 0,00 0,17 0,02 

23:0 0,05 0,01 0,45 0,02 

22:4n-6 0,01 0,00 0,14 0,03 

22:5n-6 0,01 0,01 0,37 0,02 

22:5n-3 0,05 0,06 1,04 0,13 

22:6n-3 0,90 0,32 13,82 0,00 

SAFA 3,53 0,81 21,83 14,71 

PUFA 3.72 0.88 38.15 60.01 

PUFA_n3 3.00 0.73 30.14 38.14 

LC_PUFA 2.77 0.72 26.93 0.75 

LC_PUFAn3 2.65 0.66 24.91 0.48 

ALA/LNA 0.23 1.44 0.44 1.77 

DHA/EPA 0.54 1.17 1.55 0.22 

n3/n6 PUFA 8.19 8.71 5.43 1.77 

* Harina de pescado desengrasada 
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El contenido de lí pidos de las harinas fue concordante con el tratamiento de 

desengrasado de la harina de pescado. De esta manera el tenor lipí dico de la harina 

de kril y de la harina de pescado fue de 16,7% y 3,4% respectivamente. La harina de 

krill se caracterizo  por tener una alta relacio n de EPA/DHA.  

La composicio n de macronutrientes de la dieta elaborada que se uso  para para 

alimentar a los peces en cultivo durante este proyecto se muestra en la Tabla 8.   

 

Tabla 8 – Composicio n proximal de la dieta experimental de P. orbignyanus. 

 

 

 

 

 

 

El perfil de a cidos grasos de la dieta resultante se muestra en la Tabla 9. El perfil de 

la dieta resultante se caracterizo  por un porcentaje elevado de sustratos de 

biosí ntesis, LA y ALA en una proporcio n alta de n-3/n-6. Pero pobre en productos de 

biosí ntesis, ARA, EPA y DHA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Composición (%ps) 

Materia seca 89,81 

Proteí nas 58,8 

Lí pidos 9,43 

Cenizas 14,36 

NFE 17,41 

NFE: Extracto Libre de Nitro geno (100-% 

proteí nas-%lí pidos-%cenizas) 
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Tabla 9- Composicio n de a cidos grasos de la racio n elaborada. Porcentaje de AG en peso seco de la 

racio n (%ps). 

Ácido graso % ps  

14:00 0,12 

16:00 0,82 

18:1n-9 1,27 

18:1n-7 0,19 

18:2n-6 (LA) 0,88 

18:3n-6 nd 

18:3n-3 (ALA) 2,80 

18:4n-3 0,03 

20:1n-9 0,04 

20:2n-6 0,01 

20:3n-6 Nd 

20:3n-3 0,01 

20:4n-6 (AA) 0,03 

20:4n-3 0,01 

20:5n-3 (EPA) 0,26 

22:4n-6 nd 

22:5n-3 0,03 

22:6n-3 (DHA) 0,30 

SAFA 2,09 

MUFA 1,76 

n-3 PUFA 3,44 

n-6 PUFA 0,94 

n-3 LC-PUFA 0,61 

LA/ALA 3,18 

DHA/EPA 1,20 

DHA/AA 11,46 

n-3/n-6 3,68 

nd: no detectado  

 

6.3.2. Experimentación animal 

En todos los tratamientos, la supervivencia al finalizar el experimento fue del 100%. 

Los peces en cultivo duplicaron su peso, y no se observaron diferencias significativas 

en los pesos finales (p–valor=0,5967) ni en ninguno de los para metros de 

crecimiento ni en el factor de condicio n (p>0,05) para ningu n tratamiento de 

salinidad (Tabla 10).   
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Tabla 10- Para metros de crecimiento de juveniles de lenguado, Paralichthys orbignyanus, para los diferentes grupos de taman o (P: pequen o, M: mediano y L: grande) 

cultivados a diferentes salinidades. 

 
2 ppt 10 ppt 18 ppt 26 ppt 

 
P M G P M G P M G P M G 

Pi (g) 24,10 (3,00) 32,80 (2,66) 43,80 (5,05) 24,00 (2,79) 33,30 (2,79) 44,20 (3,65) 23,90 (2,73) 33,30 (2,67) 44,10 (3,84) 24,50 (3,03) 33,40 (2,59) 44,30 (3,59) 

Pf (g) 48,34 (10,28) 69,66 (17,78) 94,02 (11,97) 52,19 (8,20) 68,22 (11,19) 79,07 (8,53) 53,63 (8,64) 65,32 (8,21) 82,62 (9,14) 53,93 (6,54) 73,37 (6,23) 89,96 (11,98) 

LTf (cm) 15,62 (1,06) 17,58 (1,55) 19,58 (0,74) 16,15 (0,77) 17,75 (0,92) 18,70 (0,55) 16,20 (0,62) 1733 (0,72) 18,95 (0,72) 16,45 (0,78) 18,07 (0,38) 19,48 (0,86) 

FC 1,25 (0,06) 1,25 (0,04) 1,25 (0,04) 1,23 (0,04) 1,21 (0,06) 1,21 (0,05) 1,22 (0,05) 1,25 (0,03) 1,22 (0,04) 1,21 (0,05) 1,24 (0,06) 1,25 (0,04) 

WGR (%) 103,85 114,74 113,78 121,72 109,97 74,77 115,68 97,48 84,00 128,52 113,71 102,52 

SGR (%) 2,92 3,25 1,55 2,58 2,34 1,64 2,63 2,24 1,73 2,59 2,12 1,70 

FCR 1,54 1,57 1,58 1,56 1,67 1,89 1,58 1,79 1,96 1,50 1,57 1,71 

Valores mostrados como promedio (desviacio n esta ndar) Pi: Peso inicial, Pf: Peso final, LTf: Longitud total final, FC: Factor de condicio n = Pf (g)/LTf 

(cm))3 x 100, WGR (Weight gain rate) = (Pf - Pi)/(Pi x 100), SGR (Specific growth rate)=[ln(Pf)-ln(Pi)]/n° dí as, FCR (Feed conversion ratio)= ingesta de 

alimento/ganancia de peso.
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El crecimiento de los peces en los diferentes tratamientos de salinidad fue 

homoge neo, presentando un aumento de la dispersio n en los pesos individuales 

hacia el final del experimento (Fig. 19). 

 

 

Fig. 19 – Pesos promedios y desviacio n esta ndar de los peces en cultivo a lo largo de las cuatro 

biometrí as realizadas durante el ensayo de salinidad.  

La tasa de conversio n alimenticia fue de 1,5 a 1,96. La tasa de alimentacio n promedio 

para todo el periodo fue del 2,11% (Tabla 11). 
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Tabla 11 - Tasa de alimentacio n diaria (TAD) calculado para todo el periodo de experimentacio n 

animal (60 dí as). Es el valor promedio para cada unidad experimental. Se muestran las 4 salinidades 

(S2-S26) y los diferentes tanques (P, M, G) de cada salinidad. 

Salinidad Tamaño % 

S2 

P 2,10 

M 2,06 

G 2,09 

S10 

P 2,10 

M 2,12 

G 2,13 

S18 

P 2,09 

M 2,14 

G 2,16 

S26 

P 2,08 

M 2,08 

G 2,12 

 

 

6.4. Cuantificación de la expresión génica 

6.4.1. Diseño metodológico 

Como resultado de la puesta a punto de los me todos de cuantificacio n de la 

expresio n ge nica por qPCR de fads2, elovl4 y β-actina de P. orbignyanus, se utilizaron 

los cebadores y sondas disen ados para la cuantificacio n por qPCR de la Tabla 12.  

 

Tabla 12 – Secuencias utilizadas durante el proceso de cuantificacio n relativa de 

fads2 y elovl4. 

Cebadores y 

sondas 
Secuencias 

FADS.PROBE 5’- FAM T+T T+C+C A+CATTCAGCAAATTC IBFQ -3’ 

ELOVL4.PROBE 5’- FAM CTCAGTGACACGCTCTTCTTCATCCT IBFQ -3’ 

BA.PROBE 5’- FAM TCCTCGGTATGGAGTCCTGTGGAAT IBFQ -3’ 

FADS.RV 5’- CGTAGATAGTACGACATGCACC -3’ 

FADS.FW 5’- TTCTTTCTTGTGGGACCTCC -3’ 

ELOVL4.FW 5’- CAGAGTCTGCTGGTGGTTC -3’ 

ELOVL4.RV 5’- ACCAGTTGAAGATCATGGTGC -3’ 

BA.FW 5’- AATGAGAGGTTCCGTTGTCC -3’ 

BA.RV 5’- ACAGTGTTGGCGTACAGATC -3’ 

A+, T+, C+, G+: Affinity Plus Modified Bases (IDT) 
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En el caso de la sonda disen ada para la deteccio n de fads2 la secuencia incluyo  la 

regio n de aminoa cidos que determinan la actividad desaturasa de fads2 tal como 

describe Lim (2014) (Fig. 20). Para poder adecuar la temperatura de hibridacio n de 

la sonda al ADN molde en el disen o de fads2, se agregaron algunos nucleo tidos 

modificados.  

 

 

Fig. 20 - Anotacio n de la secuencia fads2 utilizada para el disen o en qPCR de sondas (Probe) y 

cebadores (Primer FW y Primer RV). Se muestra la regio n que contiene el disen o de amplificacio n y 

deteccio n del gen. Adicionalmente, se muestra la localizacio n de los cuatro aminoa cidos que 

determinan la actividad delta-6 desaturasa (FHIQ). La representacio n se realizo  con Artemis (Carver   

et al., 2012). 

 

El disen o de cuantificacio n de la expresio n ge nica realizado en base a la previa 

caracterizacio n de los genes fads2, elovl4 y β-actina evidencio  una amplificacio n 

lineal a lo largo de cinco diluciones (Fig. 21). Adema s, las curvas de eficiencia fueron 

paralelas entre sí  con una eficiencia de amplificacio n pra cticamente ide nticas: 

E=0,95 y un R2=0.9998 para fads2, E=0,95 y un R2=0.9999 para elovl4, y E=0.95 con 

un R2=0.9996 para β-actina. Para este trabajo se eligieron aquellos disen os en los que 

teniendo una eficiencia ≥ 95%, los valores de la eficiencia de amplificacio n fueron 

ma s similares entre sí . 
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Fig. 21- Curvas de eficiencia de fads2, elovl4 y β-actina. Se muestran las curvas de eficiencia con un 

rango dina mico de cinco puntos. Dado que la cuantificacio n de la expresio n ge nica es relativa, las 

curvas de eficiencia se utilizan para validar la metodologí a. 

6.4.2. Extracción de ARN total 

El ARN total extraí do de las muestras de tejido hepa tico procedentes de los juveniles 

de lenguado durante la experimentacio n animal, demostro  que el procedimiento de 

extraccio n utilizado es robusto, obtenie ndose ARN de muy alta calidad (Tabla 13).  
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Tabla 13 - Calidad del ARN extraí do cuantificado por espectrofotometrí a con NanoDrop. En el 

tratamiento salinidad, se indica la calidad del ARN de las muestras secuenciadas por RNASeq 

Salinidad ID muestra 
Conc. ARN 

(ng/µl) 
260/280 260/230 

NGS PO10H 4041,9 2,05 2,05 
2 PO11H 877,5 2,1 2,15 
2 PO12H 895,9 2,12 2,12 
2 PO13H 795,4 2,09 1,83 
2 PO14H 1041,3 2,1 2,09 
2 PO15H 1430,8 2,11 2,16 
2 PO16H 954,1 2,09 1,96 
2 PO17H 1258,9 2,11 2,06 
2 PO18H 898,3 2,11 2,05 
2 PO19H 598,6 2,13 2,09 

10 PO20H 541,3 2,11 1,93 
10 PO21H 994,9 2,12 2,05 
10 PO22H 1038,8 2,07 1,83 
10 PO23H 790,7 2,09 1,88 
10 PO24H 1300,1 2,11 2,18 
10 PO25H 529,0 2,17 2,05 

10/NGS PO26H 1539,3 2,08 2,09 
10 PO27H 826,1 2,12 2,15 
10 PO28H 840,0 2,11 2,00 
18 PO29H 849,6 2,12 2,11 
18 PO30H 1467,7 2,12 2,15 
18 PO31H 868,7 2,11 2,07 
18 PO32H 837,3 2,14 2,16 
18 PO33H 1543,6 2,12 2,10 
18 PO34H 834,2 2,07 1,80 
18 PO35H 1155,4 2,13 2,19 
18 PO36H 1589,0 2,11 2,21 
18 PO37H 797,0 2,09 1,99 
26 PO38H 1005,7 2,12 2,10 
26 PO39H 1555,7 2,11 2,03 
26 PO40H 971,6 2,03 1,85 
26 PO41H 688,2 2,17 2,28 
26 PO42H 623,3 2,19 2,24 
26 PO43H 1428,1 2,11 2,13 
26 PO44H 531,9 2,14 2,14 
26 PO45H 694,6 2,10 1,98 
26 PO46H 1522,2 2,07 1,97 

 

Adicionalmente, el ARN extraí do de cada una de las muestras se visualizo  mediante 

electroforesis en agarosa mostrando las bandas ribosomales 28S y 18S, siendo la 

primera ma s intensa que la segunda (Fig. 22). En ningu n caso, se observo  

degradacio n del ARN aparente por debajo de esas bandas.  
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Fig. 22 – Visualizacio n de muestras de ARN total extraí do de tejido hepa tico de P. orbignyanus a partir 

de los ejemplares de la experimentacio n animal.  

 

6.4.3. Cuantificación de la expresión génica 

Los niveles de expresio n de fads2 y elovl4 mostraron diferencias estadí sticamente 

significativas cuando juveniles de lenguado se cultivaron a diferentes salinidades 

(Fig. 23). Los mayores niveles de expresio n se observaron en ambos casos en la 

salinidad 2ppt, aunque el efecto no fue estadí sticamente significativo para la elovl4. 

Si bien se observo  una tendencia de reduccio n de los niveles de expresio n ge nica 

hacia la salinidad ma s alta en elovl4, 26ppt, no se pudo observar un efecto evidente 

entre los tratamientos de salinidad 10ppt, 18ppt y 26ppt. 
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Fig. 23 - Expresio n ge nica relativa de fads2 y elovl4 (Fold change). Se muestran los promedios 

obtenidos para las diferentes salinidades relativizados al menor valor del grupo con la menor 

expresio n ge nica de fads2 y elovl4 (Fernandez-Lo pez   et al., 2024). 

 

6.5. Lípidos y ácidos grasos en P. orbignyanus cultivados a 

diferentes salinidades 

6.5.1. Contenido de lípidos 

Los peces en cultivo, al finalizar el experimento, presentaron cambios en el 

contenido de lí pidos totales del mu sculo (Tabla 14). A excepcio n del grupo en el 

tratamiento de salinidad 10ppt, donde el porcentaje de lí pidos totales aumento  con 

respecto al inicio del experimento (6,49%), el resto de los tratamientos de salinidad 

experimentaron un descenso en el tenor lipí dico (p-valor = 0,026) (Tabla 14).  

Con respecto a las fracciones de LP y LN, el lenguado acumulo  los lí pidos 

preferentemente en la fraccio n de lí pidos neutros (64,5-78,45%), presentando una 

alta correlacio n entre el tenor lipí dico y el porcentaje de LN (R2= 0,76 y p-

valor=1,52x10-7). Los cambios observados en la proporcio n de LP y LN se asociaron 

con las diferentes salinidades de cultivo (p-valor=0,042).  

Concretamente, el tratamiento que presento  el mayor porcentaje de LN es el 

cultivado a la salinidad 10 ppt, reducie ndose hacia las salinidades extremas (2ppt y 

26ppt). La concentracio n de LN en la muestra seca (% LN ps) vario  de 2,04 a 5,85% 

y la concentracio n de lí pidos polares en la muestra seca (% LP ps) fue de 1,02 a 1,40. 
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Tabla 14 – Composicio n del mu sculo de P. orbignyanus al final del experimento. Lí pidos totales, 

humedad y lí pidos polares (LP) y neutros (LN). Se muestra el promedio del porcentaje para cada 

tratamiento de salinidad junto con la desviacio n esta ndar entre pare ntesis. Los superí ndices indican 

diferencias estadí sticamente significativas (p-valor < 0,05). 

Salinidad LT(%ps) Humedad (%) LP (% deLT) LN (% de LT) 

S2 5,05 (3,17) ab 75,56 (2,70) 29,85 (11,03) ab 70,15 (11,03) ab 

S10 6,95 (3,06) a 74,51 (2,09) 21,55 (7,12) a 78,45 (7,12) a 

S18 4,13 (2,43) b 75,76 (1,64) 30,57 (11,76) ab 69,43 (11,76) ab 

S26 3,29 (1,34) b 75,58 (1,78) 35,50 (5,31) b 64,50 (5,31) b 

 

6.5.2.  Ácidos grasos en lípidos totales 

6.5.2.1.  Perfil de ácidos grasos del músculo (% del total de AG) 

Al analizar el perfil de AG de los lí pidos totales se observo  que los AG ma s 

abundantes fueron el a cido palmí tico (16:0), el a cido oleico (18:1n-9), el a cido α-

linole nico (18:3n-3), el EPA (20:5n-3) y DHA (22:6n-3) (Tabla 15).  

El perfil de AG de los peces al final del experimento presento  marcadas diferencias 

con respecto al inicio reflejando el perfil de la dieta. Esto se caracterizo  por un 

aumento en los sustratos de biosí ntesis, 18:2n-6 y 18:3n-3, mientras que los LC-

PUFA experimentaron una reduccio n, especialmente en las proporciones del AA, EPA 

y DHA.  

Sin embargo, las diferencias observadas en los perfiles para las distintas salinidades 

se explican por cambios en pocos AG. A excepcio n del 18:4n-3 y el 20:4n-3, los cuales 

presentaron una mayor proporcio n en la salinidad 10ppt, no se observaron 

diferencias significativas en el porcentaje de a rea ningu n a cido graso involucrado en 

la biosí ntesis de LC-PUFA C18-C22. Sin embargo, es destacable la tendencia del DHA 

y el AA para acumularse en las salinidades 18ppt y 26ppt y la alta desviacio n de estos 

AG particularmente del DHA en todas las salinidades.  
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Tabla 15- Perfil de a cidos grasos (% A rea) de los LT del mu sculo de juveniles de P. orbignyanus 

cultivados a diferentes salinidades. (nd=no detectado) 

Ácido graso Inicial 2 ppt 10 ppt 18 ppt 26 ppt  
14:0 4,39 (0,51) 2,05 (0,23) 2,64 (0,54) 2,20 (0,60) 2,18 (0,58) 

15:1n-5 0,18 (0,04) 0,35 (0,35) 0,12 (0,19) 0,36 (0,46) 0,17 (0,43) 

16:0 18,62 (1,10) 15,80 (2,03) 15,19 (1,39) 16,33 (2,01) 16,21 (1,93) 

16:1n-9 0,73 (0,03) 0,28 (0,18) a 0,20 (0,17) a 0,36 (0,18) a 0,59 (0,14) b 

16:1n-7 7,39 (0,31) 2,68 (0,56) b 4,16 (0,52) a 3,10 (1,00) b 3,02 (0,90) b 

16:2n-3 0,11 (0,03) 0,05 (0,02) b 0,21 (0,17) a 0,07 (0,03) ab 0,08 (0,07) ab 

16:2n-4 1,23 (0,07) 0,48 (0,13) 0,63 (0,20) 0,51 (0,16) 0,50 (0,11) 

17:1n-7 0,73 (0,12) 0,21 (0,05) 0,27 (0,13) 0,17 (0,12) 0,25 (0,08) 

16:3n-4 0,17 (0,10) 0,17 (0,13) 0,21 (0,11) 0,29 (0,22) 0,31 (0,20) 

18:0 4,23 (0,16) 5,48 (0,93) 4,55 (0,62) 5,59 (1,33) 5,30 (1,41) 

18:1n-9 13,01 (0,88) 15,57 (1,64) ab 16,39 (1,63) a 14,80 (1,24) ab 13,81 (1,97) b 

18:1n-7 4,83 (0,27) 2,23 (0,15) 2,42 (0,20) 2,33 (0,23) 3,13 (1,36) 

18:2n-6 2,22 (0,57) 8,94 (0,84) 7,87 (0,99) 7,94 (0,76) 8,02 (0,86) 

18:3n-6 nd 0,21 (0,13) 0,12 (0,03) 0,16 (0,11) 0,22 (0,11) 

18:3n-3 2,03 (1,26) 21,50 (4,40) 19,85 (4,11) 18,12 (4,48) 19,47 (4,70) 

18:4n-3 1,29 (0,19) 0,59 (0,11) b 0,82 (0,14) a 0,65 (0,23) ab 0,61 (0,20) ab 

20:1n-11 0,21 (0,02) 0,11 (0,03) b 0,17 (0,03) a 0,23 (0,22) ab 0,16 (0,10) b 

20:1n-9 1,24 (0,16) 0,52 (0,09) b 0,81 (0,10) a 0,51 (0,25) b 0,62 (0,20) ab 

20:1n-7 0,35 (0,18) 0,11 (0,03) 0,14 (0,02) 0,15 (0,09) 0,15 (0,10) 

20:2n-6 0,24 (0,17) 0,24 (0,08) 0,26 (0,04) 0,26 (0,03) 0,26 (0,06) 

20:3n-6 0,23 (0,06) 0,12 (0,06) 0,12 (0,04) 0,11 (0,08) 0,14 (0,09) 

20:4n-6 1,86 (0,24) 1,07 (0,30) 1,00 (0,23) 1,28 (0,36) 1,14 (0,33) 

20:3n-3 0,26 (0,06) 1,37 (0,22) 1,20 (0,16) 1,29 (0,21) 1,48 (0,39) 

20:4n-3 0,63 (0,05) 0,32 (0,04) b 0,41 (0,05) a 0,35 (0,16) ab 0,31 (0,06) b 

20:5n-3 7,58 (0,50) 3,69 (0,59) 4,43 (0,83) 4,21 (0,73) 4,05 (0,46) 

22:1n-11 0,70 (0,01) 0,21 (0,08) 0,38 (0,10) 0,26 (0,11) 0,19 (0,10) 

22:4n-6 0,27 (0,11) 0,20 (0,11) 0,19 (0,06) 0,21 (0,12) 0,21 (0,13) 

22:5n-6 0,79 (0,14) 0,39 (0,18) 0,41 (0,09) 0,48 (0,14) 0,47 (0,15) 

22:5n-3 3,65 (0,46) 1,90 (0,35) 2,27 (0,41) 2,28 (0,32) 2,12 (0,30) 

24:1n-9 0,42 (0,03) 0,32 (0,09) 0,27 (0,12) 0,34 (0,09) 0,25 (0,15) 

22:6n-3 16,33 (1,87) 10,46 (3,41) 10,06 (2,33) 12,58 (3,62) 12,00 (3,94) 

SAFA 28,77 (0,90) 24,38 (2,95) 22,78 (2,48) 23,87 (2,34) 21,54 (1,93) 

MUFA 31,51 (1,21) 23,21 (2,43) a 26,04 (1,56) ab 24,13 (2,29) ab 27,12 (2,62) b 

PUFA 39,90 (1.99) 52,34 (2,54) 50,75 (2,36) 51,47 (1,92) 51,41(2,42) 

n-3 LC-PUFA 28,46 (2,48) 17,75 (4,21) 18,37 (3,49) 20,72 (3,83) 19,95 (4,54) 

ALA/LNA 0,85 (0,39) 2,38 (0,31) 2,55 (0,26) 2,54 (0,27) 2,50 (0,43) 

DHA/EPA 2,15 (0,17) 2,96 (0,54) 2,49 (0,56) 2,91 (0,77) 2,99 (0,80) 

EPA/AA 4,10 (0,37) 3,46 (0,66) 4,33 (0,94) 4,07 (1,16) 3,78 (0,70) 

DHA/ALA 12,91 (12,23) 0,61 (0,28) 0,52 (0,23) 0,57 (0,23) 0,63 (0,25) 

n-3/n-6 PUFA 5,65 (0,77) 3,70 (0,19) 3,87 (0,27) 3,92 (0,29) 3,88 (0,32) 
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La proporcio n de SAFA se mantuvo contante, sin mostrar diferencias significativas 

en ningu n tratamiento de salinidad (p-valor > 0,05). De forma contraria, la salinidad 

de cultivo se vio reflejada en la proporcio n de MUFA totales en los distintos 

tratamientos, presentando los valores ma s bajos en la salinidad 2ppt y los valores 

ma s altos en 26ppt, con valores intermedios en 10ppt y 18ppt. De forma individual, 

los MUFA, 16:1n-9, 18:1n-9, 16:1n-7, 20:1n-11 y 20:1n-9, se vieron afectados por la 

salinidad, aunque mostrando diferentes comportamientos a lo largo de las 

diferentes salinidades. En la fraccio n de AG correspondiente a los PUFA totales, 

aquellos de la serie n-3 se mantuvieron constantes en los diferentes tratamientos de 

salinidad a diferencia de los PUFA de la serie n-6 que presentaron una mayor 

proporcio n en la salinidad 2ppt, debido fundamentalmente a una mayor proporcio n 

del 18:2n-6 a esa salinidad. 

6.5.2.2. Contenido de ácidos grasos del músculo (mg AG / g) 

Se observo  un efecto de la salinidad sobre el contenido de AG del mu sculo expresado 

en mg de AG / g de tejido en peso seco (Tabla 16). La mayorí a de los AG presento  una 

mayor concentracio n en la salinidad 10ppt coincidiendo con un mayor tenor lipí dico 

de las muestras en ese tratamiento.  La concentracio n de estos AG se redujo hacia las 

salinidades 2ppt y 26ppt. 

En comparacio n con el perfil de AG al inicio del experimento, en todos los 

tratamientos, se observo  un aumento en el contenido de 18:2n-6 y 18:3n-3, 

reflejando el aporte dietario de estos a cidos grasos. A su vez, en consonancia con los 

perfiles de AG en porcentaje de a rea las concentraciones de AA, EPA y DHA, se 

redujeron al finalizar el experimento. 
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Tabla 16- Concentracio n de a cidos grasos (mg AG/g muestra en peso seco) de los LT del mu sculo de 

juveniles de P. orbignyanus cultivados a diferentes salinidades. (nd=no detectado) 

AG Inicial  2 ppt 10 ppt 18 ppt 26 ppt 

14:0 2,59 (0,30) 0,84 (0,54) b 1,47 (0,56) a 0,95 (0,75) b 0,66 (0,40) b 

14:1n-5 0,11 (0,02) 0,04 (0,03) 0,06 (0,03) 0,04 (0,04) 0,03 (0,03) 

16:0 10,99 (0,54) 5,96 (2,29) b 9,14 (3,27) a 6,26 (3,45) b 4,56 (1,95) b 

16:1n-9 0,43 (0,02) 0,16 (0,13) 0,14 (0,14) 0,14 (0,11) 0,15 (0,11) 

16:1n-7 4,36 (0,18) 1,15 (0,83) b 2,34 (1,08) a 1,40 (1,14) ab 0,94 (0,61) b 

16:2n-3 0,07 (0,02) 0,03 (0,02) b 0,10 (0,08) a 0,05 (0,09) b 0,03 (0,03) b 

16:2n-4 0,72 (0,05) 0,21 (0,11) 0,37 (0,18) 0,20 (0,09) 0,15 (0,07) 

17:1n-7 0,43 (0,07) 0,10 (0,08) b 0,16 (0,10) a 0,07 (0,06) ab 0,08 (0,05) b 

16:3n-4 0,10 (0,06) 0,08 (0,05) 0,13 (0,05) 0,09 (0,07) 0,07 (0,03) 

18:0 2,50 (0,13) 1,95 (0,57) ab 2,83 (1,11) a 2,08 (1,04) ab 1,26 (0,54) b 

18:1n-9 7,68 (0,40) 5,74 (3,66) 9,18 (6,16) 6,03 (3,93) 3,91 (1,75) 

18:1n-7 2,85 (0,18) 1,11 (0,87) 1,47 (1,08) 1,13 (0,70) 1,04 (0,82) 

18:2n-6 1,31 (0,33) 3,50 (1,93) ab 5,09 (2,85) a 3,28 (2,10) ab 2,28 (1,00) b 

18:2n-4 0,06 (NA) 0,07 (0,07) 0,09 (0,15) 0,09 (0,10) 0,06 (0,07) 

18:3n-6 nd 0,08 (0,10) 0,07 (0,04) 0,06 (0,04) 0,06 (0,06) 

18:3n-3 1,19 (0,74) 8,75 (5,82) b 13,09 (8,57) a 7,99 (5,95) ab 5,73 (3,27) b 

18:4n-3 0,77 (0,12) 0,26 (0,19) b 0,46 (0,21) a 0,30 (0,26) ab 0,19 (0,12) ab 

20:1n-11 0,12 (0,01) 0,04 (0,03) 0,10 (0,05) 0,09 (0,15) 0,03 (0,02) 

20:1n-9 0,73 (0,08) 0,21 (0,15) b 0,46 (0,22) a 0,21 (0,17) b 0,17 (0,09) b 

20:1n-7 0,21 (0,10) 0,06 (0,05) ab 0,09 (0,05) a 0,06 (0,03) ab 0,04 (0,02) b 

20:2n-6 0,14 (0,10) 0,09 (0,04) ab 0,15 (0,09) a 0,10 (0,07) ab 0,08 (0,05) b 

20:3n-6 0,14 (0,03) 0,05 (0,03) 0,11 (0,09) 0,05 (0,04) 0,05 (0,05) 

20:4n-6 1,10 (0,16) 0,39 (0,10) b 0,59 (0,17) a 0,47 (0,28) ab 0,31 (0,12) b 

20:3n-3 0,15 (0,03) 0,55 (0,32) ab 0,74 (0,35) a 0,54 (0,38) ab 0,39 (0,15) b 

20:4n-3 0,37 (0,03) 0,13 (0,07) b 0,24 (0,10) a 0,14 (0,11) b 0,09 (0,04) b 

20:5n-3 4,48 (0,36) 1,42 (0,59) b 2,55 (0,93) a 1,75 (1,29) b 1,15 (0,52) b 

22:1n-11 0,41 (0,00) 0,10 (0,09) b 0,23 (0,12) a 0,11 (0,09) b 0,06 (0,04) b 

22:4n-6 0,16 (0,06) 0,06 (0,03) b 0,11 (0,05) a 0,05 (0,04) b 0,07 (0,07) b 

22:5n-6 0,47 (0,09) 0,16 (0,05) b 0,24 (0,07) a 0,18 (0,10) ab 0,13 (0,05) b 

22:5n-3 2,16 (0,30) 0,74 (0,32) ab 1,37 (0,55) a 0,92 (0,63) ab 0,61 (0,27) b 

24:1n-9 0,25 (0,02) 0,12 (0,05) b 0,19 (0,11) a 0,13 (0,07) ab 0,08 (0,05) b 

22:6n-3 9,65 (1,23) 3,82 (0,95) b 6,05 (1,81) a 4,62 (2,46) ab 3,32 (1,42) b 

SAFA 16,98 (0,28) 9,14 (3,35) b 14,05 (4,98) a 9,83 (5,53) ab 6,36 (2,60) b 

MUFA 18,60 (0,51) 9,65 (5,62) ab 15,98 (7,68) a 9,90 (6,51) ab 6,85 (3,63) b 

PUFA 23,57 (1.52) 20.56 (10,16) 31,88 (15,70) 21,18 (13,38) 15,52 (7,06) 

LC_PUFAn3 16,82 (1,72) 6,66 (2,09) b 10,94 (3,63) a 7,96 (4,76) ab 5,55 (2,27) b 

ALA/LNA 0,85 (0,39) 2,37 (0,30) 2,46 (0,25) 2,30 (0,35) 2,43 (0,44) 

DHA/EPA 2,15 (0,17) 2,88 (0,57) 2,48 (0,49) 3,00 (0,83) 2,93 (0,81) 

EPA/AA 4.10 (0.37) 3.56 (0.93) 4.25 (0.77) 3.62 (1.11) 3.77 (0.90) 

DHA/ALA 12.91 (12.23) 0.57 (0.25) 0.57 (0.23) 0.73 (0.35) 0.67 (0.33) 

n3/n6 PUFA 5.65 (0.77) 3.62 (0.26) 3.89 (0.26) 3.80 (0.21) 3.84 (0.29) 
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6.5.3. Ácidos grasos en lípidos polares y neutros 

6.5.3.1. Ácidos grasos en lípidos polares 

El perfil general de AG de la fraccio n de lí pidos polares mostro  poco efecto de la 

salinidad en las diferentes condiciones experimentales ensayadas (Tabla 17). Los 

a cidos grasos 22:6n-3 y el 16:0 representaron 38,1 - 39,92% del total de los a cidos 

grasos. Los siguientes a cidos grasos mayoritarios fueron 18:0, ALA, LA, EPA y AA. 

Los a cidos grasos 18:2n-6 y 18:3n-3 presentaron una mayor proporcio n en la 

salinidad ma s baja (2ppt).  

 

La proporcio n de EPA fue ma s alta en 2ppt, 10ppt y 18ppt, reducie ndose 

significativamente en 26ppt. Por otro lado, el AA y el DHA compartieron un mismo 

patro n al presentar mayores proporciones en las salinidades intermedias, 10ppt y 

18ppt (p-valor < 0,05). Como resultado, la proporcio n de los n-3 LC-PUFA, fue mayor 

en las salinidades 10ppt y 18ppt, aunque sin mostrar diferencias significativas. 

El contenido en SAFA fue muy similar en todos los tratamientos de salinidad, 

mientras que los MUFA presentan un aumento en la proporcio n en la salinidad ma s 

alta (26ppt).  

Entre los a cidos grasos monoinsaturados, el 18:1n-9 fue el ma s abundante y no 

presento  diferencias estadí sticamente significativas a las distintas las salinidades.  
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Tabla 17- Perfil de a cidos grasos de los LP (% del total de a cidos grasos) del mu sculo de juveniles de 

P. orbignyanus cultivados a diferentes salinidades.  Promedio y desviacio n esta ndar entre pare ntesis. 

nd = no detectado 

AG    2 ppt    10 ppt    18 ppt   26 ppt 

14:0 1,23 (0,15)  1,06 (0,43)  1,18 (0,22)  1,97 (2,05)  

15:1n-5 2,69 (0,28) ab 3,24 (0,50) ab 2,65 (0,94) b 3,47 (0,42) a 

16:0 21,19 (1,31)  19,80 (0,92)  19,29 (3,18)  19,63 (1,04)  

16:1n-9 0,52 (0,05)  0,49 (0,05)  0,53 (0,05)  0,58 (0,12)  

16:1n-7 1,21 (0,08)  1,15 (0,20)  1,16 (0,18)  1,16 (0,24)  

16:2n-3 0,18 (0,17)  0,25 (0,27)  0,16 (0,18)  0,20 (0,23)  

16:2n-4 0,58 (0,13)  0,64 (0,21)  0,62 (0,09)  0,58 (0,10)  

17:1n-7 0,17 (0,07)  0,18 (0,04)  0,18 (0,06)  0,24 (0,09)  

16:3n-4 0,05 (0,05)  0,04 (0,01)  0,03 (0,01)  0,05 (0,03)  

18:0 9,39 (0,64) b 10,93 (1,39) a 10,56 (0,71) ab 10,69 (0,69) a 

18:1n-9 13,34 (0,61)  13,01 (0,93)  13,11 (0,56)  13,47 (0,65)  

18:1n-7 1,85 (0,10)  1,81 (0,13)  1,87 (0,15)  1,85 (0,13)  

18:2n-6 7,09 (0,28) b 6,02 (0,83) a 6,27 (0,58) a 5,73 (0,54) a 

18:3n-6 0,04 (0,02)  0,03 (0,02)  0,04 (0,02)  0,04 (0,03)  

18:3n-3 8,38 (1,00) b 6,98 (1,04) a 7,32 (1,06) ab 7,08 (1,24) ab 

18:4n-3 0,29 (0,09) a 0,33 (0,06) ab 0,35 (0,04) ab 0,39 (0,08) b 

20:0 0,07 (0,11)  0,02 (0,02)  0,03 (0,00)  0,01 (0,01)  

20:1n-11 0,07 (0,12)  0,05 (0,04)  0,05 (0,02)  0,03 (0,02)  

20:1n-9 0,27 (0,11)  0,32 (0,06)  0,32 (0,05)  0,46 (0,33)  

20:1n-7 0,04 (0,03)  0,05 (0,03)  0,05 (0,02)  0,05 (0,03)  

20:2n-6 0,41 (0,15)  0,43 (0,25)  0,36 (0,16)  0,26 (0,23)  

20:3n-6 0,10 (0,07)  0,12 (0,04)  0,09 (0,04)  0,11 (0,04)  

20:4n-6 1,59 (0,14) b 1,89 (0,16) a 1,90 (0,23) a 1,56 (0,19) b 

20:3n-3 0,93 (0,44)  0,94 (0,45)  1,02 (0,43)  1,35 (0,72)  

20:4n-3 0,21 (0,16)  0,24 (0,17)  0,14 (0,05)  0,16 (0,12)  

22:0 0,24 (0,03)  0,19 (0,06)  0,23 (0,03)  0,24 (0,15)  

20:5n-3 2,98 (0,25) a 2,90 (0,47) a 2,99 (0,43) a 2,39 (0,29) b 

22:1n-11 0,06 (0,03)  0,07 (0,04)  0,06 (0,04)  0,07 (0,06)  

22:4n-6 0,18 (0,04)  0,17 (0,10)  0,23 (0,03)  0,28 (0,38)  

22:5n-6 0,67 (0,29)  0,86 (0,32)  0,94 (0,20)  0,81 (0,12)  

22:5n-3 1,95 (0,15)  2,10 (0,19)  2,16 (0,21)  2,00 (0,14)  

24:1n-9 0,71 (0,08) b 0,67 (0,32) b 1,03 (0,27) ab 1,25 (0,47) a 

22:6n-3 18,18 (1,31)  20,12 (1,64)  20,34 (2,60)  18,50 (3,20)  

SAFA 33,66 (2,74)  33,03 (1,94)  32,30 (3,08)  33,68 (3,06)  

MUFA 21,30 (0,73) b 21,48 (1,72) b 21,41 (1,42) b 23,25 (1,09) a 

PUFA 45.03 (2.89)  45,50 (2,84)  46,28 (3,17)  43,07 (3,75)  

n-3 LC-PUFA 24,26 (1,81)  26,30 (1,84)  26,64 (2,67)  24,40 (3,19)  

ALA/LNA 1,18 (0,11)  1,16 (0,13)  1,17 (0,10)  1,24 (0,17)  

DHA/EPA 6,11 (0,42) b 7,09 (1,21) ab 6,94 (1,47) ab 7,75 (1,02) a 

EPA/AA 1,89 (0,26) b 1,55 (0,33) ab 1,59 (0,30) ab 1,54 (0,20) a 

DHA/ALA 2,20 (0,30) a 2,96 (0,63) b 2,85 (0,67) ab 2,69 (0,66) ab 

n-3/n-6 3,26 (0,15)  3,54 (0,33)  3,49 (0,20)  3,65 (0,32)  

 

 



6. RESULTADOS 

93 

 

6.5.3.2. Ácidos grasos en lípidos neutros 

Se observo  un mayor efecto de la salinidad sobre el perfil de a cidos grasos de los 

lí pidos neutros (LN) (Tabla 18) que sobre el de los lí pidos polares (LP) y totales (LT).   

Los AG ma s abundantes en los LN fueron el 18:3n-3 y 18:2n-6 en concordancia con 

su elevado contenido en la dieta, adema s de algunos SAFA y MUFA, en particular 16:0 

y 18:1n-9, respectivamente. En esta fraccio n tambie n se observo  una menor 

proporcio n de DHA, aunque en este caso diluido por la mayor representacio n de 

otros AG. 

Globalmente, el perfil de AG de la fraccio n de LN reflejo  el efecto de la salinidad a 

nivel de los SAFA donde se vio una tendencia de aumento hacia la salinidad ma s alta, 

aunque sin mostrar diferencias significativas.  

Por otro lado, los MUFA mostraron una mayor proporcio n en la salinidad 10ppt, 

reducie ndose hacia las salinidades 2ppt y 26ppt, siguiendo el mismo patro n que el 

contenido de lí pidos totales y de lí pidos neutros. En general se observo  una 

dicotomí a en LN en la que la proporcio n de PUFA, concretamente 18:2n-6 y 18:3n-

3, fue superior hacia la salinidad ma s baja, 2 ppt, mientras que los LC-PUFA, AA, EPA 

y DHA, presentaron mayores proporciones hacia la salinidad ma s alta, 26 ppt (Fig. 

24).  
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Tabla 18- Perfil de a cidos grasos de los LN (% del total de a cidos grasos) del mu sculo de juveniles de 

P. orbignyanus cultivados a diferentes salinidades. Promedio y desviacio n esta ndar entre pare ntesis. 

nd = no detectado 

AG    2 ppt    10 ppt    18 ppt   26 ppt 

14:0 2,48 (0,24) b 3,14 (0,56) a 2,75 (0,69) ab 2,23 (0,41) b 

15:1n-5 0,11 (0,06)  0,10 (0,04)  0,09 (0,05)  0,16 (0,09)  

16:0 15,14 (1,77)  15,13 (1,44)  15,70 (1,83)  16,84 (1,66)  

16:1n-9 1,06 (1,47)  0,85 (1,63)  0,39 (0,22)  0,31 (0,27)  

16:1n-7 2,69 (1,70)  4,18 (1,75)  4,05 (1,19)  2,60 (1,51)  

16:2n-3 0,07 (0,03)  0,08 (0,03)  0,07 (0,02)  0,11 (0,06)  

16:2n-4 0,29 (0,09)  0,25 (0,12)  0,33 (0,10)  0,38 (0,10)  

17:1n-7 0,26 (0,04)  0,33 (0,05)  0,27 (0,07)  0,31 (0,06)  

16:3n-4 0,22 (0,06) ab 0,39 (0,16) b 0,38 (0,28) b 0,18 (0,10) a 

18:0 4,77 (0,88) ab 4,08 (0,34) a 4,43 (0,74) ab 5,21 (0,87) b 

18:1n-9 15,08 (5,59)  13,91 (6,65)  15,78 (1,27)  14,52 (2,19)  

18:1n-7 1,81 (0,72) ab 2,42 (0,32) a 2,26 (0,33) ab 1,89 (0,68) b 

18:2n-6 9,39 (0,53) a 8,19 (1,10) ab 8,24 (0,85) b 8,64 (0,77) ab 

18:3n-6 0,06 (0,01)  0,07 (0,02)  0,07 (0,02)  0,07 (0,02)  

18:3n-3 24,10 (3,50)  21,41 (4,34)  20,25 (3,58)  19,16 (3,24)  

18:4n-3 0,68 (0,10) ab 0,85 (0,17) a 0,76 (0,22) ab 0,61 (0,19) b 

20:0 0,28 (0,07)  0,25 (0,03)  0,25 (0,04)  0,26 (0,08)  

20:1n-11 0,08 (0,02)  0,09 (0,05)  0,10 (0,04)  0,06 (0,04)  

20:1n-9 0,58 (0,11) bc 0,86 (0,15) a 0,75 (0,20) ab 0,49 (0,23) c 

20:1n-7 0,09 (0,02) b 0,13 (0,03) a 0,12 (0,03) ab 0,14 (0,14) ab 

20:2n-6 0,20 (0,02) a 0,23 (0,03) ab 0,22 (0,02) a 0,26 (0,05) b 

20:3n-6 0,07 (0,03) ab 0,09 (0,02) a 0,08 (0,02) ab 0,11 (0,04) b 

20:4n-6 0,82 (0,27) a 0,79 (0,18) a 0,98 (0,23) ab 1,23 (0,29) b 

20:3n-3 1,32 (0,18)  1,17 (0,13)  1,51 (0,87)  1,57 (0,38)  

20:4n-3 0,31 (0,02) a 0,41 (0,06) b 0,37 (0,07) b 0,32 (0,12) ab 

22:0 0,20 (0,07)  0,15 (0,03)  0,17 (0,06)  0,18 (0,09)  

20:5n-3 3,70 (0,49)  4,18 (0,88)  4,19 (0,55)  4,51 (0,71)  

22:1n-11 0,23 (0,10) b 0,40 (0,10) a 0,32 (0,13) ab 0,20 (0,12) b 

22:4n-6 0,11 (0,04)  0,14 (0,04)  0,12 (0,07)  0,15 (0,08)  

22:5n-6 0,19 (0,10) b 0,28 (0,11) ab 0,36 (0,10) a 0,41 (0,11) a 

22:5n-3 1,72 (0,18)  1,86 (0,72)  1,91 (0,76)  2,11 (0,34)  

24:1n-9 0,17 (0,03)  0,17 (0,07)  0,20 (0,08)  0,13 (0,08)  

22:6n-3 7,26 (2,06) a 7,66 (1,52) a 9,40 (2,14) ab 11,29 (2,86) b 

SAFA 23,52 (2,87)  23,38 (1,99)  24,08 (1,84)  25,45 (2,51)  

MUFA 24,58 (2,69) b 27,13 (1,26) a 25,22 (2,48) ab 21,93 (2,89) b 

PUFA 50,89 (2,41)  48,49 (2,85)  49,65 (3,13)  51,60 (2,16)  

n-3 LC-PUFA 14,31 (2,79)  15,30 (3,02)   17,37 (2,78)  19,80 (3,86)  

ALA/LNA 2,56 (0,26) ab 2,59 (0,19) a 2,46 (0,34) ab 2,22 (0,31) b 

DHA/EPA 1,93 (0,34) b 1,84 (0,14) b 2,27 (0,54) ab 2,48 (0,43) a 

EPA/AA 4,82 (1,14) ab 5,33 (0,54) a 4,46 (1,15) ab 3,80 (0,76) b 

DHA/ALA 0,32 (0,13) b 0,38 (0,14) b 0,49 (0,17) ab 0,62 (0,23) a 

n-3/n-6 3,61 (0,18)  3,84 (0,27)  3,83 (0,38)  3,65 (0,30)  
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Fig. 24- Representacio n de la proporcio n de ALA y DHA en LN (% A rea).  

El ana lisis de componentes principales (PCA) perfil de LP y LN (Fig. 25) mostro  la 

variacio n explicada entre los dos primeros componentes del modelo, 39,5% en LP y 

79,2% en LN. Estos resultados demuestran que el efecto de la salinidad se ve 

reflejado fundamentalmente en los LN. 

 

Fig. 25 – Ana lisis de componentes principales de LP (izqda.) y LN (dcha).  
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Los AG que mejor explican la variabilidad observada (cos2) en el modelo de 

componentes principales en la fraccio n de LP son 18:0 (0,57 Dim2), 18:2n-6 (0,57 

Dim2), 18:3n-3 (0,77 Dim2), 20:5n-3 (0,47 Dim1), 22:5n-3 (0,47 Dim1) y 22:6n-3 

(0,56 Dim1). Mientras que en el modelo de LN los AG que mejor explican la 

variabilidad del modelo son 18:0 (0,83 Dim1), 18:2n-6 (0,82 Dim2), 20:4n-6 (0,76 

Dim1), 22:1n-11 (0,66 Dim1) y 22:6n-3 (0,70 Dim1) y en menor medida el 16:0 (0,63 

Dim1) 18:1n-9 (0,60 Dim1), 18:4n-3 (0,57 Dim1), 20:5n-3 (0,44 Dim2).  

 

6.6. Diseño de clonación de fads2 y elovl4 en E. coli para su 

expresión heteróloga en levaduras 

Las secuencias en las regiones 5’-UTR y corriente abajo del codo n start en ambos 

transcriptos, fads2 y elovl4, se caracterizaron por ser ricas en GC. Contrariamente, 

las secuencias en las regiones 3’-UTR y corriente abajo del codo n stop (hebra 

complementaria en direccio n 5’-3’) resultaron ser ricas en AT. Esto genero  una 

mayor tendencia a tener temperaturas dispares entre los cebadores forward y 

reverse, a generar estructuras secundarias y dí meros de cebadores. Tras realizar 

varios disen os analizados in silico y varias pruebas de ciclado. El disen o de 

amplificacio n anidada de fads2 y elovl4 de P. orbignyanus se llevo  a cabo con los 

cebadores de la Tabla 19.  

 

Tabla 19 – Cebadores utilizados en la PCR anidada para la amplificacio n del CDS de fads2 y elovl4 de 

P. orbignyanus. Los cebadores que contienen HE en el nombre se usaron en la primera ronda de PCR 

para la amplificacio n especí fica, mientras que los HE2 se usaron en la segunda ronda de amplificacio n. 

En negrita se observan los codones start y stop que definen el inicio y el final de la traduccio n de la 

proteí na. Las secuencias subrayadas resaltan los sitios de restriccio n correspondientes a KpnI y XbaI. 

Cebador Secuencia 

FAD.HE.FW 5’- A GCAGTGGAGATGGGCGGT -3’  

FAD.HE.RV 5’- GCAGTGTGGAGAACAGCATTTCTCATTTATG -3’ 

FAD.HE2.FW 5’- AAAGGTACCGGAGATGGGCGGTG -3’ 

FAD.HE2.RV 5’- GCGTCTAGACAGCATTTCTCATTTATGGAGATA -3’ 

ELO4.HE.FW 5’- GTGAGAGAGATGACTTCAGCCT-3’ 
ELO4.HE.RV 5’- ACCATTGCTTCTTATTTCTTCTTCTTGT-3’ 
ELO4.HE2.FW 5’- AAAGGTACCGAGATGACTTCAGCCTG-3’ 
ELO4.HE2.RV 5’- GGGTCTAGATCTTATTTCTTCTTCTTGTTGTTG -3’ 
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La PCR en gradiente realizada con los cebadores definidos para la amplificacio n 

especí fica de fads2 y elovl4 determino  que las mejores temperaturas de hibridacio n 

eran 61ºC para fads2 y 64ºC para elovl4 (Tabla 20). 

 

Tabla 20 – Condiciones de ciclado para la amplificacio n especí fica de fads2 y elovl4 de P. orbignyanus.  

 FAD.HE.FW 
FAD.HE.RV 

ELO4.HE.FW 
ELO4.HE.RV 

Ciclos Tiempo 
 

Desnaturalizacio n inicial 98 98 1 1 m 

Desnaturalizacio n 98 98  10 s 

Hibridacio n 61 64 35 30 s 

Extensio n 72 72  45 s 

Extensio n final 72 72 1 10 m 

 

 

A partir de los productos amplificados y purificados, se determino  que la PCR en 

gradiente para la segunda amplificacio n requerí a de dos ciclados en la misma 

reaccio n (Tabla 21). La temperatura de hibridacio n o ptima para la regio n del 

cebador que hibrida especí ficamente con el producto de amplificacio n es de 65ºC y 

55ºC para fads2 y elovl4, respectivamente. Sin embargo, al agregar una secuencia 

sinte tica que contiene el sitio de restriccio n y algunos nucleo tidos adicionales para 

balancear las caracterí sticas del cebador forward y reverse, se generan productos de 

amplificacio n secundarios. Dado que estos productos secundarios pueden llegar a 

ser muy predominantes, este defecto se minimizo  agregando un segundo ciclado a 

mayor temperatura para aumentar la astringencia de los cebadores. De esta manera, 

se favorecio  la amplificacio n sobre los amplicones generados en los tres primeros 

ciclos, los cuales incluyen la secuencia sinte tica adicional. 
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Tabla 21 – Condiciones de ciclado para la amplificacio n de fads2 y elovl4 incluyendo los sitios de 

restriccio n.  

 FAD.HE2.FWc 
FAD.HE2.RVc 

ELO4.HE2.FWb 
ELO4.HE2.RV 

Ciclos Tiempo 

Desnaturalizacio n inicial 98 98 1 1min 

Desnaturalizacio n 98 98  10 seg 

Hibridacio n 65 55 3 30 seg 

Extensio n 72 72  45 seg 

Desnaturalizacio n 98 98  10 seg 

Hibridacio n 69 66 32 30 seg 

Extensio n 72 72  45 seg 

Extensio n final 72 72 1 10 min 

 

 

Las condiciones de PCR desarrolladas permitieron generar los insertos necesarios 

para su recombinacio n con el pla smido vector de expresio n PYES2. Tras la digestio n 

de los amplicones y del pla smido circular, se obtuvieron bandas con el taman o 

correspondiente a los productos amplificados (Fig. 26). Sin embargo, las diferencias 

en taman o, de unos pocos pares de bases, entre los productos sin digerir y productos 

digeridos de los amplicones de fads2 y elovl4, no permitieron observar diferencias 

en el taman o de las bandas por electroforesis en agarosa. Sin embargo, el efecto de 

la digestio n sí  se observa en el pla smido digerido (PYES2 D) y sin digerir (PYES2 

S/D) por la observacio n de bandas correspondientes a estructuras superenrolladas 

del pla smido (supercoiled plasmid). 
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Fig. 26- Electroforesis en agarosa de los productos digeridos de fads2, elovl4 y PYES2. Se observa el 

pla smido PYES2 sin digerir (S/D) en el segundo carril con diferentes niveles de superenrollamiento 

(supercoiled). El mismo pla smido digerido en el siguiente carril (PYES2 D) aparece con una u nica 

banda, resultado de la linealizacio n del pla smido. En los dos u ltimos carriles con muestra, se observa 

la banda correspondiente a elovl4 sin digerir, reflejando mayor concentracio n de ADN a igual volumen 

de muestra que en elovl4 digerida. Esto se debe a la pe rdida de material durante la digestio n y 

posterior purificacio n de la muestra. ML: Molecular Ladder. 

 

La transformacio n en E. coli con los pla smidos recombinantes genero  crecimiento en 

placa a las 48 horas a pesar de que los protocolos indican crecimiento a las 24 horas. 

De las colonias transformadas y cultivadas, se obtuvo una secuencia fads2 (Fig. 27) 

y una secuencia elovl4 (Fig. 28). Dado que la PCR se llevo  a cabo con el primer 

universal T7, corriente arriba de los sitios de restriccio n y del CDS, la secuencia 

demuestra la construccio n correcta del pla smido.  
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Fig. 27- Comparacio n de secuencia obtenida por me todo de Sanger con la secuencia del pla smido 

recombinante con fads2. ACTG: secuencia de referencia, ACTG: secuencia obtenida por Sanger, ACTG: 

bases verificadas manualmente de acuerdo a los picos observados en el electroferograma 

 

 

Fig. 28 – Comparacio n de secuencia obtenida por me todo de Sanger con la secuencia del pla smido 

recombinante con elovl4. ACTG: secuencia de referencia, ACTG: secuencia obtenida por Sanger, ACTG: 

bases verificadas manualmente de acuerdo con los picos observados en el electroferograma 

 

Los codones start y stop así  como los sitios de restriccio n no se llegaron a identificar 

en la secuencia obtenida por Sanger debido a la inestabilidad de la sen al en las 

primeras 150 bases secuenciadas. Lo mismo ocurre al final de la secuenciacio n 

Sanger. La baja calidad que ofrece esta tecnologí a de secuenciacio n al principio y al 

final del proceso de secuenciacio n, hace que no podamos obtener la secuencia 

completa del amplico n generado. 

A su vez, el electroferograma mostro  picos limpios a lo largo de toda la regio n 

informativa de la secuencia (Fig. 29). Esto refleja el correcto aislamiento de la 

colonia transformada con un u nico pla smido, descartando la presencia de otros 

pla smidos o productos secundarios.  
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Fig. 29 – Muestra a modo de ejemplo del electroferograma obtenido para las secuencias fads2 (arriba) 

y elovl4 (abajo). Se muestra una regio n acotada del electroferograma obtenido de la secuenciacio n 

Sanger del pla smido obtenido. 
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7. DISCUSIÓN 

El fuerte desarrollo del sector de la acuicultura ha llevado a la intensificacio n de sus 

actividades originando nuevos obsta culos que amenazan la sustentabilidad del 

sector. Uno de ellos, surge de la necesidad de obtener fuentes de a cidos grasos ricos 

en n-3 LC-PUFA para cubrir los requerimientos de AGE en los peces en cultivo (Miller 

et al., 2008; Tocher et al., 2019; Tocher, 2015). Por ello, el desarrollo del cultivo de 

especies con capacidad endo gena de producir LC-PUFA a partir de PUFA, se presenta 

como una oportunidad para diversificar la produccio n en acuicultura cultivando 

especies con bajos requerimientos de AA, EPA y DHA (Galindo et al., 2021).  

Esto, si bien hace posible la sustitucio n de aceite de pescado por aceites vegetales 

ricos en PUFA, LA y ALA (Turchini et al., 2009), tambie n puede afectar el contenido 

en EPA y DHA en el pescado como producto final para consumo humano generando 

un impacto en el consumo final de estos AGEs en dietas humanas (Alhazzaa et al., 

2011b; Shepherd et al., 2017). Las especies eurihalinas presentan un alto potencial 

para producir LC-PUFA cuando son cultivadas a bajas salinidades y con dietas ricas 

en LA y ALA (Wang et al., 2014). En este trabajo se estudio  el metabolismo lipí dico 

de Paralichthys orbignyanus cultivado a diferentes salinidades para conocer de que  

manera la salinidad modula la biosí ntesis de LC-PUFA.  

Para poder estudiar el efecto de la salinidad sobre la expresio n ge nica de fads2 y 

elovl, dada la carencia de recursos gene ticos en las bases de datos internacionales, 

se llevo  a cabo la secuenciacio n del transcriptoma (mRNA-Seq) hepa tico de P. 

orbignyanus. El uso de este tipo de tecnologí as basadas en secuenciacio n masiva 

(NGS) se esta  extendiendo ra pidamente, convirtie ndose en una herramienta 

fundamental para llevar a cabo estudios transcripto micos. El uso de RNA-Seq ha sido 

aplicado en estudios diversos para evaluar el efecto de diferentes condiciones 

ambientales como la salinidad y la temperatura, sobre cambios complejos en la 

expresio n de numerosos genes (Huggett et al., 2015). A su vez, se presenta como una 

metodologí a costo-efectiva por el volumen de informacio n que se puede llegar a 

obtener (Muir et al., 2016). Es de gran utilidad en la generacio n de recursos 

gene ticos y en la obtencio n de nuevos transcriptos, particularmente cuando no se 
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cuenta con transcriptomas o genomas de referencia para la especie objetivo 

(Carruthers et al., 2018; Da Fonseca   et al., 2016; Rana et al., 2016). 

En este trabajo se combino  la te cnica de RNASeq con el posterior ana lisis 

bioinforma tico de ensamblado de novo del transcriptoma hepa tico de P. orbignyanus 

obteniendo secuencias completas de fads2 y elovl4. El mismo procedimiento de 

ana lisis de ensamblado de novo se aplico  sobre datos crudos de secuenciacio n de 

transcriptoma hepa tico de P. lethostigma (SRR3737288), obteniendo los mismos 

resultados. Entre las secuencias obtenidas, en relacio n con la biosí ntesis de LC-PUFA, 

se encontraron u nicamente una fads2 y una elovl4.  

En P. orbignyanus adema s de estas secuencias, tambie n se obtuvieron otras 

oxidoreductasas, como una estearoil-CoA desaturasa (Δ9 desaturasa) (OR616245) 

y una esfingolí pido-Δ4-desaturasa (OR616244), involucrada en el metabolismo de 

biosí ntesis de esfingolí pidos (Bieberich, 2018).  

Adicionalmente, adema s de una elovl4 tambie n se obtuvieron otras elovl menos 

estudiadas en peces, como una elovl1 (OR610671) y una elovl6 (OR610664). Se 

considera que ambas esta n involucradas en la elongacio n de AG saturados y mono-

insaturados en mamí feros (Dea k et al., 2019; Kihara, 2012). En el pez zebra (Danio 

rerio), se han identificado dos elovl1, elovl1a y elovl1b, para las que se ha 

demostrado que no solamente elongan SAFA y MUFA sino tambie n PUFA (Bhandari 

y Choe, 2018).  

El creciente nu mero de secuencias fads2 y elovl publicadas en peces ha permitido 

estudiar las relaciones evolutivas y funcionales de estos genes. De hecho, eventos de 

duplicacio n geno mica (WGD, por sus siglas en ingle s) son considerados motores 

evolutivos que, junto con procesos de sub-funcionalizacio n y neo-funcionalizacio n 

de genes, explicarí an el repertorio de fads2 y elovl conocidas hoy en dí a (Carmona-

Anton anzas et al., 2013).  

Concretamente, se conocen varios eventos de duplicacio n geno mica, entre los cuales 

destacamos la tercer WGD, conocida como la duplicacio n geno mica especí fica de 

teleo steos (Teleost-specific Genome Duplication, TGD) y dos eventos WGD 

adicionales, en salmo nidos y en cipriniformes, dando lugar a la poliploidizacio n de 

especies y desencadenando procesos evolutivos divergentes (Ravi y Venkatesh, 
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2018). Se considera que estos eventos de duplicacio n ge nica y neo-funcionalizacio n 

han tenido lugar en diversos momentos de la evolucio n de los peces (Castro et al., 

2016; McGrath y Lynch, 2012) 

Dentro del grupo de los peces planos, conocidos como Pleuronectiformes, se 

incluyen representantes fundamentalmente marinos y eurihalinos con una menor 

proporcio n de especies de agua dulce (Bitencourt et al., 2023; Gibson et al., 2014). A 

pesar del origen marino de los pleuronectiformes (Munroe, 2015), la evidencia 

sugiere que la colonizacio n de los ambientes de agua dulce fue posible por la neo-

funcionalizacio n gene tica de fads2 y elovl en conjunto con la adaptacio n del sistema 

osmorregulador (Matsushita et al., 2020). Cabe destacar que las secuencias de 

aminoa cidos de Elovl4 y Fads2 de P. orbignyanus identificadas en este trabajo 

conservan una relacio n filogene tica con otros peces del orden Pleuronectiformes, en 

proximidad con P. olivaceus y P. lethostigma, Fig. 17 y Fig. 18, respectivamente.   

La topologí a obtenida esta  en consonancia con otras topologí as publicadas en 

diferentes trabajos (Agaba et al., 2005; Nelson et al., 2016; Zheng et al., 2004) 

respaldando la relacio n filogene tica entre las secuencias descritas. La presencia de 

una fads2 bifuncional con actividad Δ6/Δ8 en Paralichthys olivaceus caracterizada 

por Kabeya (2017) coincide con una copia u nica del gen fads2 (XM_020078079.1) 

en su genoma (GCF_001970005.1). La alta identidad de la secuencia de aminoa cidos 

entre la Fads2 de P. orbignyanus con su orto logo de P. olivaceus y el motivo FHIQ entre 

el tercer y cuarto dominio transmembrana sugieren una actividad predominante Δ6 

desaturasa. Sin embargo, la actividad enzima tica en P. orbignyanus debera  ser 

verificada mediante estudios funcionales de expresio n hetero loga en levaduras.  

Contrariamente, los salmo nidos se caracterizan por tener el repertorio completo de 

fads2 y elovl pudiendo llevar a cabo una biosí ntesis de LC-PUFA a partir de sus 

precursores de C18 (Hastings et al., 2004; Monroig et al., 2011). Se trata de una de 

las especies cultivadas en acuicultura donde se ha conseguido reducir de manera 

exitosa la inclusio n de harinas y aceites de pescado por alternativas vegetales (Bell 

et al., 1997; Betancor et al., 2016). Esto podrí a ser como consecuencia de la 

duplicacio n geno mica ocurrida en salmo nidos, Ss4R (Gillard et al., 2018). Este 

evento tambie n explica el mayor nu mero de proteí nas descritas en los genomas 

publicados de salmo nidos en comparacio n con especies no salmo nidas.  
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La relacio n filogene tica observada entre las secuencias fads2 descritas en peces, 

sugiere que la neo-funcionalizacio n de las acil-CoA desaturasas ocurrio  en 

numerosas ocasiones a lo largo de la evolucio n (Gostinc ar et al., 2010).  

En el transcriptoma hepa tico de P. orbignyanus obtenido en este trabajo, tambie n se 

encontro  un transcripto completo que codifica para elovl4. El ana lisis filogene tico 

situ a esta Elovl4 en el clado correspondiente a Elovl4b. Estos resultados esta n en 

consonancia con otros estudios que respaldan la capacidad de Elovl4 para la 

biosí ntesis de DHA. En Oncorhynchus mykiss, se identifico  una Elovl4b1 y una 

Elovl4b2 capaces de convertir 20:5n-3 y 22:5n-3 a 24:5n-3 (Zhao et al., 2019). En 

otras especies, observaron que Elovl4 esta  involucrada en la elongacio n de AG >C24 

como se describio  en Salmo salar (Carmona-Anton anzas et al., 2011), Clarias 

gariepinus (Raj et al., 2017), Sparus aurata y Solea senegalensis (Morais et al., 2020). 

Aunque no hay una guí a definitiva para estimar la cantidad de lecturas necesarias 

para obtener un transcriptoma completo (Li et al., 2019), se sabe que diferencias en 

la profundidad de secuenciacio n en proyectos de RNA-Seq tienen un gran impacto 

en la cobertura final del transcriptoma (Patterson et al., 2019). Los resultados del 

transcriptoma hepa tico obtenido en P. orbignyanus reflejan la baja representacio n 

de los transcriptos de fads2 y elovl, a pesar de ser enzimas indispensables para la 

biosí ntesis de LC-PUFA. Con una cobertura de al menos 100 millones de lecturas por 

muestra secuenciada, la imposibilidad de encontrar un transcripto lo 

suficientemente confiable que se identifique con una elovl5 refleja la baja expresio n 

de ese gen en el transcriptoma hepa tico de P. orbignyanus. Estos resultados sugieren 

que esta especie presenta niveles de expresio n ge nica de elovl5 naturalmente bajos, 

al menos en las salinidades, 0,1ppt y 10ppt, y en las condiciones dietarias de los 

peces analizados.  

Adicionalmente, en el marco de este proyecto, el mismo procedimiento de 

ensamblado de novo realizado sobre P. obignyanus fue aplicado sobre resultados de 

secuenciacio n (mRNA-Seq) de tejido hepa tico en P. lethostigma (SRR3737288). 

Entre los transcriptos novel obtenidos se encuentra la identificacio n, por primera 

vez en esta especie, de una fads2 (WJY55134.1) y una elovl4 (WJY55135.1) pero no 

se identifico  ninguna elovl5 (Fig. 18). Estos resultados han sido publicados en bases 
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de datos de Genbank y en un  artí culo, como producto de esta tesis (Fernandez-Lo pez 

et al., 2024).  

En general, los estudios de transcripto mica en acuicultura para evaluar cambios en 

los perfiles de expresio n ge nica frente a diferentes condiciones ambientales son 

escasos. Si et al. (2018) demostro  en Cynoglossus semilaevis, que la salinidad afecta 

la expresio n ge nica relacionada con el metabolismo lipí dico y con procesos de 

osmorregulacio n, aunque con una cobertura por muestra de 25 millones de lecturas, 

no hubo mencio n alguna a las enzimas involucradas en la biosí ntesis de LC-PUFA. De 

forma similar, el perfil transcripto mico de Oreochromis niloticus mostro  que la 

adaptacio n a diferentes salinidades ambientales produjeron cambios en procesos 

involucrados en la sí ntesis de AG, digestio n lipí dica y absorcio n y biosí ntesis de AG 

relacionados con el uso de energí a metabo lica para cubrir los requerimientos 

energe ticos de los procesos de osmorregulacio n (Xu et al., 2015) pero de nuevo sin 

hacer referencia a fads2 y elvol.  

Existe un caso particular, Solea senegalensis donde se ha identificado una fads2 con 

actividad Δ4 desaturasa demostrada mediante caracterizacio n funcional de la 

proteí na (Morais et al., 2015). Sin embargo, a la fecha no se ha conseguido identificar 

ninguna enzima fads2 para la misma especie con actividad Δ6 desaturasa, aunque 

estudios indican que esta especie es capaz de completar la biosí ntesis de LC-PUFA a 

partir de sus precursores  C18 (Torres et al., 2020). En el momento de presentar esta 

tesis, las secuencias fads2 de Solea senegalensis, publicadas en las bases de datos de 

GenBank como resultado de estudios de mRNA-Seq (XM_044035194.1, 

XM_044035195.1) son ide nticas a la secuencia caracterizada funcionalmente, 

AEQ92868.1 (Morais et al., 2015). Adema s, dada la importancia de esta especie a 

nivel productivo en la acuicultura en Europa, contamos con un genoma completo 

(GCA_019176455.1) para la especie en el que tan so lo se ha descrito un u nico gen 

fads2 en el cromosoma LG10 (NC_058030). A pesar de todo, en Solea senegalensis la 

presencia de una Δ4 desaturasa (fads2) y una elovl4, parece ser suficiente para 

biosintetizar LC-PUFA y VLC-PUFA, algo que se plantea como una nueva posibilidad 

para el desarrollo del cultivo de especies marinas/eurihalinas (Torres et al., 2020). 
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Lo mismo se ha observado en Pampus argenteus, una especie marina con capacidad 

completa para la biosí ntesis de LC-PUFA mediante la accio n combinada tan so lo de 

fads2 y elovl4 (Luo et al., 2021). Esto sugiere que con un perfil dietario adecuado 

algunas especies, sin llegar a tener el repertorio completo de fads2 y elovl, podrí an 

desaturar y elongar ciertos AG llegando a cubrir sus requerimientos de EPA y DHA. 

En el proceso de adaptacio n de los peces eurihalinos a diferentes ambientes de 

salinidad, este para metro actu a como desencadenante en la induccio n de cambios 

en la expresio n de numerosos genes relacionados con el metabolismo energe tico. 

Así , en Hypomesus transpacificus, se ha visto que el estre s osmo tico estimula la 

modulacio n de la expresio n de genes relacionados con el metabolismo de los 

carbohidratos y de las proteí nas en respuesta a un aumento en los requerimientos 

energe ticos (Komoroske et al., 2016). Resultados similares se encontraron en 

estudios transcripto micos en Chanos chanos (Hu et al., 2015) y en Lateolabrax 

maculatus (Zhang et al., 2017). Particularmente, en este u ltimo trabajo, se observo  

un incremento en la expresio n de acetyl-CoA acetyl transferasa2, involucrada en la 

β-oxidacio n de AG, en respuesta a un aumento en la salinidad de cultivo sugiriendo 

una mayor disponibilidad de energí a metabo lica para procesos de osmorregulacio n. 

De manera contraria, la expresio n ge nica de acetyl-CoA acetyl transferasa2 aumento  

en Cynoglossus semilaevis cuando fue cultivada a bajas salinidades (Si et al., 2018).  

Por otro lado, en salmo n atla ntico (Salmo salar) se observo  que a bajas salinidades 

los genes sobre-expresados en hí gado e intestino estaban relacionados con rutas 

metabo licas de biosí ntesis lipí dica, mientras que en salinidad marina los genes sobre 

expresados se relacionan con procesos de digestio n y absorcio n de lí pidos (Gillard 

et al., 2018). La adaptacio n del salmo n a diferentes ambientes de salinidad se ve 

reflejada en su perfil de a cidos grasos, lo que se relaciona no solamente con la 

adaptacio n a diferentes ambientes de salinidad sino tambie n con un cambio en los 

requerimientos de a cidos grasos esenciales (AGEs) (Nemova et al., 2015). Estos 

resultados podrí an indicar que las diferencias en el patro n de expresio n de algunos 

genes es especie-dependiente y esta  en funcio n de las distintas capacidades de 

adaptacio n a ambientes de salinidad.  
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Los resultados obtenidos de estudios transcripto micos en diferentes peces, como en 

Cynoglossus semilaevis (Si et al., 2018), Chanos chanos (Hu et al., 2015b) y 

Lateolabrax maculatus (Zhang et al., 2017) demuestran que el metabolismo de 

biosí ntesis de LC-PUFA presenta una baja representacio n en el transcriptoma 

hepa tico si lo comparamos con otros procesos del metabolismo lipí dico.  

Aunque las te cnicas de secuenciacio n de transcriptoma con ana lisis de ensamblado 

de novo se postulan como una solucio n en la generacio n de recursos gene ticos en 

organismos no modelo, la baja expresio n de algunos genes como fads2 y elovl puede 

dificultar su identificacio n, caracterizacio n y el desarrollo de posteriores estudios en 

los que se requiera su secuencia para el disen o de procedimientos en biologí a 

molecular. Por este motivo, serí a recomendable contar con recursos geno micos para 

las especies de intere s acuí cola que faciliten el ana lisis de transcriptomas.  

Al finalizar la experimentacio n animal, la salinidad tuvo un efecto en la expresio n 

ge nica de fads2 y elovl4 en Paralichthys orbignyanus cultivados en la salinidad ma s 

baja (2ppt). Por lo general, los cambios de expresio n ge nica de fads2 y elovl en peces 

cultivados a diferentes salinidades varí a con la especie. El primer estudio que 

conocemos donde se aborda el estudio de la salinidad sobre la cuantificacio n de la 

expresio n ge nica de fads2 por qPCR se llevo  a cabo en Siganus canaliculatus, 

demostrando el aumento de la expresio n de esta enzima en 10ppt en comparacio n 

con la salinidad de cultivo a 32ppt (Li et al., 2008). En este mismo trabajo, tambie n 

se estudio  la interaccio n de la salinidad con diferentes perfiles dietarios 

demostrando el efecto estimulante de la salinidad sobre la expresio n ge nica de fads2 

con una dieta rica en sustratos de C18 (Li et al., 2008). Estos resultados fueron 

confirmados nuevamente, en un estudio posterior en la misma especie (Xie. et al., 

2015b), al incluir el repertorio completo de enzimas, fads2 (Δ6/Δ5 y Δ4) y elovl5.  

Sin embargo, no todas las especies responden de la misma manera frente a cambios 

de la salinidad de cultivo. En Lateolabrax japonicus a pesar de experimentar un 

incremento en la expresio n ge nica de fads2 en ambientes de agua dulce, la expresio n 

ge nica de elovl5 aumento  en el ambiente de salinidad marina (Dong et al., 2020). A 

su vez, en especies como Pagrus major, se observo  un aumento en la expresio n de 

fads2 en 15ppt de salinidad en comparacio n con el mismo cultivo a 20 y 30ppt de 

salinidad, sin llegarse a observar cambios en la expresio n ge nica de elovl5 en ningu n 
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tratamiento de salinidad, salvo cuando se utilizo  una dieta rica en sustratos de C18 

por una sustitucio n de aceite de pescado por aceite vegetal (Sarker et al., 2011).   

En el caso de Solea senegalensis, fads2 experimento  un aumento en la expresio n 

ge nica cuando fue cultivado con una dieta pobre en LC-PUFA y rica en PUFA, sin 

mostrar un efecto de la salinidad de cultivo, mientras que en elovl5 se observo  un 

incremento en la expresio n ge nica por una reduccio n en la salinidad de cultivo, de 

35ppt a 20ppt (Marrero et al., 2021). Los resultados observados en P. orbignyanus 

podrí an estar relacionados con el gran potencial eurihalino del lenguado para 

adaptarse a un amplio rango de salinidad.  Los niveles de expresio n ge nica de fads2 

y elovl4 fueron ma s altos en la salinidad ma s baja, 2 ppt, mientras que los niveles 

ma s bajos se observaron en las salinidades 18 ppt y 26 ppt.  

En algunas especies se ha visto que la expresio n ge nica de fads2 y elovl, a menudo 

guarda una relacio n con el tejido en el que se expresa. En Chelon labrosus, una 

especie marina/cata droma, se observo  un aumento en la expresio n ge nica de fads2 

y elovl5 a nivel hepa tico cuando se redujo la salinidad de 35ppt a 20ppt, a diferencia 

del intestino donde tan so lo elovl5 experimento  un aumento en la expresio n ge nica 

en 20ppt (Marrero et al., 2024). Un caso curioso es el observado en Acanthopagrus 

schlegelii donde los cambios en la expresio n ge nica de fads2, elovl4a y elovl4b 

tuvieron lugar a partir de las 12 horas cuando los juveniles fueron trasladados desde 

sistemas de cultivo a 22psu a 4-5psu (Li et al., 2022). Sin embargo, la respuesta fue 

diferente para los tres genes donde el nivel de expresio n ge nica de elovl4b y fads2 se 

mantuvieron altos mientras duro  el estí mulo, a diferencia de elovl4a que tras al 

aumentar su nivel de expresio n ge nica, volvio  a niveles basales. Estos resultados 

fueron complementados por Bao (2022) al cultivar juveniles de Acanthopagrus 

schlegelii a diferentes salinidades y niveles de colesterol dietario, observando un 

aumento en la expresio n ge nica de fads2 y elovl5 al reducir la salinidad de cultivo de 

23psu a 5psu.  

Los estudios realizados hasta ahora sugieren que los peces cultivados a una 

salinidad diferente de la habitual para esa especie, podrí a estimular las capacidades 

de biosí ntesis de LC-PUFA. Esto se podrí a explicar por el efecto desencadenante de 

eventos de estre s osmo tico dentro del rango de tolerancia a la salinidad de cada 

especie. 
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Los trabajos que abordan el efecto de la salinidad sobre la expresio n ge nica de fads2 

y elovl son escasos y adema s incluyen el efecto del perfil de AG de las dietas. Los AG 

procedentes de la dieta actu an como ligandos sobre receptores nucleares PPARs 

(Leaver et al., 2007),  Hnf4α, Lxrα y Srebp-1 (Xie et al., 2021) y Sp1 (Li et al., 2019) 

y, de e sta manera, son capaces de inducir cambios en los niveles de expresio n ge nica 

de fads2 y elovl. Por otro lado, la salinidad tiene un efecto sobre la regulacio n de la 

expresio n ge nica de fads2 y elovl, a trave s de mecanismos de respuesta hormonal 

(Arjona et al., 2009). La diferencia en los mecanismos de regulacio n de la expresio n 

ge nica de fads2 y elovl debido al efecto de los AG y de la salinidad podrí a explicar el 

efecto evidente que tiene la dieta sobre la expresio n ge nica de estas enzimas 

llegando a enmascarar el efecto de la salinidad de cultivo.  

El potencial eurihalino de P. orbignyanus tambie n se refleja en el desempen o del 

cultivo al finalizar el experimento, pues no se observan diferencias en el crecimiento 

en ninguno de los tratamientos de salinidad. Estos resultados esta n en consonancia 

con estudios previos de Sampaio (2007) donde demuestra la capacidad del lenguado 

para adaptarse a diferentes salinidades desde estadí os de desarrollo tempranos. Sin 

embargo, el mismo autor describe un mejor desempen o del cultivo del lenguado, por 

una tasa de crecimiento ma s alta, en salinidades marinas en comparacio n con su 

cultivo en salinidad de agua dulce, con periodos de cultivo de 90 dí as (Sampaio y 

Bianchini, 2002).  

Otras especies eurihalinas, aunque con un perfil marcadamente marino, S. 

canaliculatus (Li et al., 2008) y Pagrus major (Sarker et al., 2011), tampoco muestran 

diferencias en la tasa de crecimiento cuando se cultivan a diferentes salinidades, 

mostrando un gran potencial eurihalino. Lo mismo ocurrio  con Lates calcarifer 

donde, no se observaron diferencias en el crecimiento en cuando se cultivaron a 

ambientes de agua dulce y ambientes marinos (Alhazzaa et al., 2011a, 2011b). Otras 

especies estenohalinas como Perca fluviatilis tampoco mostro  diferencias en el 

crecimiento, aunque en este caso el ensayo se realizo  en rangos menores de 

salinidad, de 0 a 10ppt (Overton et al., 2008). De manera contraria, Solea 

senegalensis, un pez plano marino/eurihalino muestra mayores tasas de crecimiento 

en salinidades marinas, a 25ppt y 39ppt, rango de salinidad habitual de cultivo, en 

comparacio n con salinidades salobres a 15ppt (Arjona et al., 2009).  
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Algunas especies eurihalinas muestran un mayor crecimiento en salinidades 

pro ximas al punto isoosmo tico. Este es el caso de Chirostoma estor (Martí nez-

Palacios et al., 2004), Eleginops maclovinus (Vargas-Chacoff et al., 2016) y Alosa 

sapidissima (Liu et al., 2017). A las salinidades cercanas al punto isosmo tico, estas 

especies estarí an derivando menor energí a metabo lica en procesos de 

osmorregulacio n, pudiendo destinarla a otros procesos vitales como el crecimiento 

y el desarrollo de la especie.  

Las variaciones en los resultados de crecimiento observados en distintas especies 

parece estar relacionado con la tolerancia a cambios de la salinidad de cultivo, la cual 

es especie-dependiente, y con la respuesta hormonal desencadenada por un evento 

de estre s osmo tico (Arjona et al., 2009). Adema s del efecto que tiene la salinidad 

sobre el crecimiento, se postula que la salinidad tambie n puede generar cambios 

comportamentales. Un ejemplo serí a por una modulacio n de la tasa de ingesta de 

alimento pudiendo ser otro causante de las diferencias observadas en el crecimiento 

de algunas especies al variar la salinidad de cultivo (Bœuf y Payan, 2001).  

Adema s de no encontrar diferencias en el crecimiento de P. orbignyanus en las 

condiciones ensayadas, la supervivencia al finalizar el experimento fue del 100% 

demostrando la capacidad del lenguado para adaptarse a diferentes salinidades de 

cultivo. Sin embargo, serí a deseable poder llevar a cabo experimentos de mayor 

duracio n, superior a 60 dí as, para ver los efectos de la salinidad a largo plazo. 

El contenido de LT en el mu sculo de P. orbignyanus mostro  una correlacio n positiva 

con el contenido de LN. El mayor contenido de LT y LN se observo  en la salinidad 

10ppt, la salinidad de cultivo ma s pro xima al punto isoosmo tico determinada por 

Sampaio y Bianchini (2002) en 10,9 ppt para esta especie. El contenido de los LT y 

LN decrece a medida que nos alejamos de ese punto isoosmo tico hacia las 

salinidades extremas, 2 ppt y 26 ppt. Estos resultados sugieren que habrí a una 

movilizacio n de estos lí pidos hacia la obtencio n de energí a metabo lica para cubrir 

los requerimientos energe ticos de los procesos de osmorregulacio n. Variaciones en 

el contenido de lí pidos totales estarí a relacionado con variaciones en el contenido 

de LN debido a la funcio n de almacenamiento de estos lí pidos, mientras que los 

lí pidos polares suelen presentar menos variabilidad debido a su rol principal en las 
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funciones estructurales y metabo licas en las membranas celulares (Sushchik et al., 

2020).  

De igual forma, en Acipenser brevirostrum el contenido lipí dico tambie n varí a con la 

salinidad, disminuyendo en la salinidad de cultivo ma s alta, 20ppt en comparacio n 

con su cultivo en agua dulce (Jarvis y Ballantyne, 2003). Estos resultados esta n en 

consonancia con algunos estudios como los de Tseng y Hwang (2008) donde 

consiguieron demostrar que la tasa metabo lica en peces difiere con la salinidad 

ambiental, siendo menor en condiciones de salinidad isoosmo tica, en este caso 

incrementa ndose en agua dulce y au n ma s en ambientes marinos.  

En algunas especies, la movilizacio n de lí pidos no se relaciona tanto con la distancia 

al punto isoosmo tico sino con la distancia de la salinidad de cultivo a la salinidad 

o ptima de la especie en cuestio n. Un ejemplo de esto es Oreochromis niloticus, una 

especie de agua dulce, donde el contenido de LT decrecio  a medida que la salinidad 

de cultivo se alejaba de la salinidad de cultivo habitual para esa especie, es decir con 

el aumento de la salinidad desde 0ppt a 24ppt (Gan et al., 2016).  

Generalmente, estos cambios en el contenido de LT suelen venir acompan ados de 

cambios en el porcentaje de humedad, disminuyendo e sta al aumentar el contenido 

de lí pidos (Sushchik et al., 2020). Estas tendencias han sido observadas tambie n en 

los resultados de este proyecto, en P. orbignyanus donde, el mayor contenido de 

lí pidos coincide con la menor humedad de las muestras, aunque no haya diferencias 

estadí sticamente significativas. En un estudio similar, en Anguilla anguilla, se 

encontro  que a pesar de observarse cambios en el contenido de lí pidos totales en 

diferentes salinidades de cultivo, e stos no se reflejaron en cambios en el porcentaje 

de humedad de la muestra (Ghazali et al., 2013). Por otro lado, en un estudio 

realizado por Sushchik (2020) en el que se compara el perfil lipí dico de 7 especies 

diferentes de salmo nidos, procedentes de diferentes niveles tro ficos  y de salinidad, 

se observa que existe una correlacio n negativa entre el contenido de lí pidos totales 

y el porcentaje de humedad, adema s de una correlacio n positiva entre el contenido 

de lí pidos totales y la proporcio n de lí pidos neutros.  
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En todos los tratamientos de salinidad la composicio n de a cidos grasos obtenida en 

P. orbignyanus es caracterí stica de un perfil de AG marino, presentando un alto 

contenido en LC-PUFA, DHA y EPA. Los AG ma s representados entre los AG saturados 

y MUFA fueron el 16:0 y el 18:1n-9. La alta representacio n de estos AG en el perfil de 

AG en las muestras de musculatura de P. orbignyanus ha sido observada 

comu nmente en otras especies marinas (Rajella fyllae, Malacoraja senta, 

Alepocephalus bairdii, Borostomias antarcticus, Bathytroctes macrolepis, 

Lampanyctus spp., Chaulidos sloani, Serrivomer beanii) (O zdemir et al., 2019). Por 

otro lado, es importante destacar que los AG 16:0 y 22:6n-3 suelen ser los ma s 

abundantes particularmente en las fracciones de lí pidos polares (Sargent et al., 

2003; O zdemir et al., 2019; Sushchik et al., 2020; Tocher, 2003). De hecho, 16 :0 y 

22:6n-3 suelen encontrarse combinados en fosfolí pidos, particularmente 

fosfoetanolamina y fosfatidilcolina, estando el 16:0 en posicio n sn1 y el DHA en sn2 

(Sargent et al., 2003).  

Al finalizar el experimento, el perfil de a cidos grasos estudiado en P. orbignyanus 

reflejo  el perfil de a cidos grasos de la dieta. Estos resultados se condicen con 

estudios similares donde usaron diferentes dietas como factor experimental (Bell et 

al., 2001; Carvalho et al., 2018; Magnone et al., 2015b; Shepherd et al., 2017; C J 

Shepherd and Jackson, 2013). Concretamente, en el perfil de AG de P. orbignyanus 

destaca la alta proporcio n de sustratos de biosí ntesis de LC-PUFA, 18:2n-6 y 18:3n-

3, por su elevado contenido en la dieta, así  como una menor proporcio n de EPA y 

DHA. Otras especies como Solea senegalensis (Marrero et al., 2021) y Lates calcarifer 

(Alhazzaa et al., 2011b) demostraron efectos similares, donde cambios en el perfil 

de AG dietarios tuvieron un efecto sobre el perfil de AG en el mu sculo de los peces 

pero no debido a la salinidad de cultivo. 

Las variaciones del contenido de PUFA y LC-PUFA en el perfil de a cidos grasos 

resultante en peces frente a diferentes tratamientos de alimentacio n se ha visto 

frecuentemente en estudios de sustitucio n de materias primas de origen marino, 

aceite y harina de pescado, por materias primeras de origen vegetal (Lund et al., 

2019; Shepherd et al., 2017; Sissener et al., 2020; TurchiniMal et al., 2009). 
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El efecto de la salinidad puede verse fundamentalmente en los MUFA totales y en 

algunos AG de manera individual (16:1n-7, 18:1n-9, 18:4n-3, 20:1n-9 y 20:4n-3). 

Estos AG muestran su mayor proporcio n en la salinidad 10ppt reducie ndose a 

medida que nos alejamos del punto isoosmo tico del lenguado, hacia las salinidades 

2ppt y 26ppt. Este efecto es ma s pronunciado cuando expresamos la concentracio n 

de estos AG en mg de AG /mg peso seco de la muestra. De esta manera, los cambios 

en la concentracio n de los diferentes AG se ven influenciados por el contenido de 

lí pidos totales de la muestra en los diferentes tratamientos de salinidad.  

Por otro lado, el comportamiento de MUFA en las fracciones de LP y LN es diferente. 

Los MUFA en LP en P. orbignyanus se acumulan en la salinidad ma s alta sugiriendo 

que estos AG podrí an tener un rol importante en ambientes de salinidad marina, 

posiblemente en el mantenimiento de la funcionalidad de las membranas. Mientras 

que en los LN el contenido de MUFA es superior en la salinidad 10 ppt y se reduce 

hacia las salinidades 2 ppt y 26 ppt. Estos resultados sugieren una adaptacio n a 

diferentes salinidades y reflejando la distancia de la salinidad de cultivo al punto 

isosmo tico, situado en 10,9 ppt (Sampaio y Bianchini, 2002). De esta manera, habrí a 

una movilizacio n predominante de MUFA en P. orbignyanus para la obtencio n de 

energí a metabo lica en LN para cubrir los requerimientos energe ticos de 

osmorregulacio n en las salinidades 2 ppt, 18 ppt y 26 ppt.   

Algunos de los AG afectados por la salinidad en LN (16:1n-7, 18:4n-3, 20:1n-9 y 

20:4n-3), siguieron el mismo comportamiento que el contenido total de LN, 

mostrando mayores proporciones en la salinidad 10 ppt y, disminuyendo hacia las 

salinidades 2 ppt y 26 ppt. La preferencia sobre el uso de monoenos y polyenos, en 

la obtencio n de energí a metabo lica, se ha podido demostrar en A. brevirostrum, 

donde los niveles de estos AG en sangre eran superiores en la salinidad de cultivo de 

20ppt, lo que se relaciono  con mayores requerimientos energe ticos para procesos 

de osmorregulacio n (Jarvis y Ballantyne, 2003).  

Cuando estudiamos los AG a nivel individual, algunos MUFA tienden a acumularse 

en 10ppt mientras que otros suelen hacerlo en 26ppt. Estos resultados podrí an ser 

de utilidad para dilucidar el rol que cumple cada uno de ellos en los procesos de 

adaptacio n del lenguado a diferentes salinidades. En definitiva, los resultados 
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observados en P. orbignyanus reflejan la eurihalinidad de esta especie y su amplia 

capacidad de adaptarse a una amplia variedad de ambientes de salinidad.  

En relacio n con la capacidad de biosí ntesis de LC-PUFA, si bien se observo  un 

aumento de la expresio n ge nica de fads2 y elovl4 de P. orbignyanus en la salinidad 

ma s baja, el perfil de AG de la musculatura no refleja cambios evidentes en la 

biosí ntesis de LC-PUFA. Este hecho es altamente relevante pues cambios en la 

composicio n de AG de la musculatura de los peces tienen un impacto directo en el 

contenido de EPA y DHA en el pescado como fuente de LC-PUFA en la dieta humana.  

El efecto de la salinidad sobre el perfil de AG en relacio n con la biosí ntesis de LC-

PUFA presenta resultados dispares entre las diferentes especies estudiadas hasta el 

dí a de hoy. En el pez marino/eurihalino Lates calcarifer, el efecto de la salinidad fue 

similar al observado en P. orbignyanus debido a que, los cambios en la salinidad de 

cultivo no se vieron reflejados en el perfil de AG, a pesar de haberse observado un 

aumento en la expresio n ge nica de fads2 (Alhazzaa et al., 2011b). Adicionalmente, 

en otro trabajo publicado por el mismo autor, encontraron que mediante la 

sustitucio n de aceite de pescado por aceite vegetal y a diferentes condiciones de 

salinidad, Lates calcarifer no era capaz de cubrir las demandas de EPA y DHA, 

demostrando su capacidad limitada para bio-convertir LC-PUFA (Alhazzaa et al., 

2011a).  

Estos resultados contrastan con los observados en Siganus canaliculatus. Se trata de 

un pez marino/eurihalino y herbí voro que contiene el repertorio completo de 

enzimas fads2 y elovl, en el que se observaron cambios en el perfil de AG por un 

aumento en la expresio n de fads2 y elovl5 al reducir la salinidad de cultivo (Li et al., 

2008; Xie et al., 2015a). Pagrus major, una especie marina que se alimenta 

fundamentalmente de invertebrados, tambie n experimento  un aumento en la 

biosí ntesis de LC-PUFA que se relaciono  con un aumento en la expresio n ge nica de 

fads2. Esto se debio  a un efecto conjunto al reducir la salinidad de cultivo de 30ppt a 

15ppt y con una sustitucio n de aceite de pescado por aceite vegetal en la dieta 

(Sarker et al., 2011).  
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Sin embargo, los resultados discutidos hasta ahora difieren con los observados en 

Chirostoma estor, una especie de agua dulce y omní vora, donde el aumento de la 

capacidad de biosí ntesis de LC-PUFA se observo  al aumentar la salinidad de cultivo 

desde agua dulce y 5ppt a 15ppt (Fonseca-Madrigal et al., 2012).  

Los resultados obtenidos en P. orbignyanus sugieren que el perfil de AG a nivel de la 

musculatura no refleja cambios en la biosí ntesis de AA, EPA y DHA, en las diferentes 

condiciones ensayadas, pero sí  una adaptacio n de los AG a los diferentes 

tratamientos de salinidad. La composicio n de AG en la musculatura de P. 

orbignyanus, en los peces cultivados a la salinidad 10ppt, mostraron mayores 

concentraciones de 18:1n-9, LA, ALA, AA, EPA, DHA, SAFA, MUFA y n3 LC-PUFA 

seguidos de los peces cultivados a 2ppt. Destaca, adema s una mayor proporcio n de 

PUFA C18, LA y ALA, de LT a bajas salinidades, mientras que a altas salinidades 

tienden a aumentar la proporcio n de LC-PUFA, EPA, AA y DHA.  

Este efecto es ma s notorio cuando separamos las fracciones de LP y LN. En ambos 

casos, la proporcio n de los PUFA, 18:2n-6 y 18:3n-3 se acumulan en la salinidad ma s 

baja, 2ppt, aunque el efecto es ma s acusado en LN. Mientras que la proporcio n de 

LC-PUFA, AA, EPA y DHA es ma s alta hacia la salinidad 26ppt, y se reducen hacia la 

salinidad 2ppt, reflejando la cla sica dicotomí a entre ambientes marinos y ambientes 

de agua dulce. De esta manera, en ambientes de agua dulce P. orbignyanus estarí a 

almacenando sustratos de biosí ntesis, 18:2n-6 y 18:3n-3, mientras que, en 

ambientes de agua marina, P. orbignyanus acumularí a LC-PUFA, EPA, AA y DHA.   

Algunos autores, se refieren a esta dicotomí a como una separacio n entre ambientes 

de agua dulce y marinos. En los ambientes de agua dulce, predomina la influencia de 

perfiles de a cidos grasos de ambientes terrestres, ricos en AG C18, LA y ALA, 

mientras que en el ambiente marino predominan los perfiles ricos en LC-PUFA 

(Colombo et al., 2017).  

Los resultados obtenidos refuerzan la necesidad de separar LP y LN en trabajos 

donde se usa la salinidad como condicio n experimental. Esto se puede observar en 

el ana lisis de componentes principales (PCA) donde, la proporcio n de AG de los LN 

(Fig. 25 dcha) reflejan mejor los cambios de salinidad en los diferentes tratamientos. 

Mientras que la variabilidad observada en el ana lisis de PCA en los lí pidos polares 

no se puede explicar por los cambios en la salinidad (Fig. 25 izda). Esto se debe a 
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que el perfil de AG de los lí pidos polares tiende a ser ma s conservador para mantener 

la funcionalidad de las membranas. En cualquier caso, el conjunto AG que explican 

la variabilidad observada de los modelos de PCA tanto en LN como en LP difieren 

entre sí , sugiriendo que estos AG podrí an tener diferentes roles en los LN y en los LP. 

Sin embargo, los resultados de este trabajo no permiten hacer hincapie  en la 

importancia de estos AG en cada una de las fracciones lipí dicas. Es importante tener 

en cuenta que el efecto del perfil de AG de los LP puede agregar una dispersio n al 

perfil de AG de LT enmascarando el efecto real de la salinidad de cultivo.  

Estos resultados sugieren que P. orbignyanus experimenta una adaptacio n a la 

salinidad posiblemente como producto de la coevolucio n entre los sistemas de 

osmorregulacio n y el perfil dietario. Esta idea ha sido planteada con anterioridad 

por Komoroske (2016) mediante estudios transcripto micos. En ellos demuestra que 

los cambios en la salinidad ambiental en peces desencadenan procesos fisiolo gicos 

complejos, los cuales son necesarios en los peces para volver a un estado de 

homeostasis. Estos cambios tienen su origen a nivel transcripto mico y podrí an ser 

el resultado de la coevolucio n no solamente de los sistemas de osmorregulacio n sino 

de otros procesos relacionados con la disponibilidad de alimentos. 

De esta manera, el lenguado muestra una adaptacio n a ambientes de agua dulce 

mediante la acumulacio n de PUFA y el aumento de la expresio n ge nica de fads2 y 

elovl4, lo cual lo predispone a la biosí ntesis de LC-PUFA, mientras que en ambientes 

marinos predominan los procesos de acumulacio n de LC-PUFA como resultado de 

una adaptacio n a un ambiente naturalmente rico en EPA, AA y DHA. A pesar de 

observar estos patrones, el efecto de la salinidad en estos AG en LT no es lo 

suficientemente fuerte como para llegar a observar diferencias estadí sticamente 

significativas.  

En Lates calcarifer se observaron resultados similares al no encontrarse un efecto 

evidente de la salinidad sobre el perfil de AG involucrados en la biosí ntesis de LC-

PUFA (Alhazzaa et al., 2011b). Por otro lado, la salinidad tuvo un efecto en Alossa 

sapidissima, en donde a una salinidad de cultivo de 7 ppt, la acumulacio n de LA y 

ALA fue superior, mientras que a una salinidad de 28 ppt se acumularon LC-PUFA, 

EPA y DHA (Liu et al., 2017). De forma similar, Parzanini (2021) demostro  en la 

anguila, Anguilla anguilla, que LA y ALA se acumulaban cuando eran cultivadas en 
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agua dulce con comparacio n con aquellas cultivadas en aguas salobres donde se 

observaba una mayor acumulacio n de LC-PUFA.  

En algunas especies, la acumulacio n de PUFA y LC-PUFA puede darse 

diferencialmente segu n sea el tejido estudiado. En Pagrus major, la salinidad no 

mostro  un efecto sobre la biosí ntesis de LC-PUFA a nivel del perfil de AG de la 

musculatura pero sí  a nivel hepa tico mostrando adema s una interaccio n entre la 

salinidad y la dieta (Sarker et al., 2011), llegando a acumular productos de 

biosí ntesis EPA y DHA en salinidades salobres (15 y 20ppt) con valores superiores a 

los observados a 33ppt.  

Por otro lado, los resultados obtenidos en Lateolabrax japonicus contrastan con lo 

visto anteriormente, pues esta especie alimentada con una dieta comercial, 

experimento  una acumulacio n de LA, ALA y LC-PUFA en la fraccio n de lí pidos totales 

a nivel de la musculatura cuando fue cultivada en agua marina, mientras que en el 

hí gado acumulo  ma s LA y ALA cuando fue cultivada en agua dulce (Dong et al., 2020). 

La alta expresio n de elovl5 en la salinidad marina en comparacio n con el ambiente 

de agua dulce, podrí a explicar la acumulacio n selectiva de PUFA y LC-PUFA a esas 

salinidades.  

Sin duda, la importancia de EPA y DHA se refleja en la perca, Sander lucioperca, por 

la alta capacidad de incorporacio n de LC-PUFA. Lund et al. (2019) demuestra que en 

esta especie, independientemente de las condiciones de salinidad y dieta, el EPA y 

ARA son los a cidos grasos que se acumulan en mayor medida con respecto a otros 

PUFA y LC-PUFA. En definitiva, los resultados observados en la perca sugieren que 

la salinidad no es un factor ambiental que estimule la conversio n de LC-PUFA en esta 

especie (Lund et al., 2019). El mismo autor tambie n destaco  que niveles altos de 

a cidos grasos dietarios C18 van en detrimento de la acumulacio n de LC-PUFA (Lund 

et al., 2019) debido a que diferentes a cidos grasos compiten por las mismas enzimas.  

En todos los trabajos mencionados, se estudio  la capacidad de biosí ntesis de LC-

PUFA en diferentes salinidades y perfiles dietarios en base a la composicio n de AG 

en LT. En el momento de presentar esta tesis, no se han encontrado referencias 

bibliogra ficas en las que se haya estudiado el efecto de la salinidad en interaccio n 

con la dieta sobre las fracciones de LP y LN por separado. Precisamente, uno de los 

hallazgos de este trabajo es que en P. orbignyanus el efecto de la salinidad es ma s 
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notorio en las fracciones de LP y LN cuando se estudian por separado que en la 

fraccio n de LT. De manera que el efecto combinado en ambas fracciones puede llegar 

a enmascarar el efecto real de la salinidad sobre el perfil de a cidos grasos. El perfil 

de AG observado en P. orbignyanus no permite ver la biosí ntesis de LC-PUFA sino una 

adaptacio n a diferentes ambientes de salinidad y a un perfil dietario. Por esta razo n, 

con el objetivo de entender la capacidad de un pez para biosintetizar LC-PUFA, es 

necesario entender la respuesta fisiolo gica de cada especie a la salinidad de cultivo, 

el repertorio de genes fads2 y elovl, su expresio n y su actividad, adema s de conocer 

los patrones de expresio n de otros procesos relacionados como la movilizacio n y 

retencio n de AG en diferentes tejidos. 
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8. CONCLUSIONES FINALES 

En este proyecto de doctorado se ha estudiado el efecto de la salinidad sobre la 

biosí ntesis de LC-PUFA en P. orbignyanus desde un abordaje multidisciplinar. Las 

conclusiones finales de este trabajo se describen a continuacio n.  

- Paralichthys orbignyanus presenta una notable capacidad de adaptacio n 

a amplios rangos de salinidad. 

- El procedimiento utilizado para el ensamblado de novo del transcriptoma 

hepa tico de Paralichthys orbignyanus, es u til para la generacio n de 

recursos gene ticos cuando no se dispone de genoma o transcriptoma de 

referencia.  Su uso es extensible a otras especies de intere s. 

- De las enzimas involucradas en la biosí ntesis de LC-PUFA, el 

transcriptoma hepa tico Paralichthys orbignyanus revelo  la presencia de 

las enzimas fads2 y elovl4. 

- El estudio evolutivo de fads2 y elovl4 en Paralichthys orbignyanus refleja 

una alta relacio n filogene tica con fads2 y elovl4 de especies relacionadas, 

particularmente con especies del mismo ge nero Paralichthys spp.  

- La calidad de las secuencias obtenidas del ensamblado de novo del 

transcriptoma hepa tico de Paralichthys orbignyanus, permitio  disen ar 

diferentes procedimientos en biologí a molecular, como sistemas de 

cuantificacio n relativa de fads2 y elovl por qPCR, y sistemas para la 

generacio n de pla smidos recombinantes con proteí nas de intere s. 

- La expresio n ge nica de fads2 y elovl4 en P. orbignyanus se ve modulada 

por la salinidad, aumentando su expresio n en la salinidad de cultivo ma s 

baja.  

- La salinidad de cultivo tiene un efecto sobre el perfil de a cidos grasos de 

la musculatura, reflejando la adaptacio n de P. orbignyanus a las diferentes 

condiciones de salinidad de cultivo.  

- En las condiciones experimentales ensayadas, las diferencias en la 

expresio n ge nica de fads2 y elovl4 no se ve reflejadas en el perfil de a cidos 

grasos de la musculatura.  
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- El estudio del efecto de la salinidad de cultivo sobre el perfil de AG en 

peces debe estudiarse en las fracciones de LP y LN por separado. De lo 

contrario, su efecto puede pasar desapercibido.  

- Los lí pidos en P. orbignyanus tienden a acumularse en el punto 

isoosmo tico para esta especie. Esto se relacionarí a con un menor gasto 

energe tico en procesos de osmorregulacio n.  

- Los MUFA en P. orbignyanus podrí an tener un rol importante en la 

funcionalidad de la membrana debido a su acumulacio n en LP en la 

salinidad ma s alta.  

- P. orbignyanus presenta una adaptacio n dicoto mica a ambientes de agua 

dulce y agua marina por cambios en el perfil de AG, particularmente 

sustratos de biosí ntesis, LA y ALA, y LC-PUFA, así  como por los patrones 

de expresio n ge nica de fads2 y elovl4.  
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9. PERSPECTIVAS  

En base a los resultados obtenidos en esta tesis de doctorado, nos planteamos las 

siguientes perspectivas a futuro: 

1. La generacio n de recursos gene ticos en acuicultura es indispensable para el 

desarrollo del cultivo de especies nativas que permita diversificar el sector. 

Por ello, consideramos que es fundamental la obtencio n de un genoma 

completo bien anotado de Paralichthys orbignyanus. 

2. Paralichthys orbignyanus es una de las pocas especies de peces eurihalinas 

conocidas con capacidad para vivir y adaptarse en rangos de salinidad tan 

amplios, desde agua dulce a agua marina. Se trata pues de una especie que 

nos puede aportar informacio n de intere s aplicable en el sector de la 

acuicultura, pero tambie n desde un punto de vista fisiolo gico y nutricional. 

3. P. orbignyanus posee unas caracterí sticas fisiolo gicas y bioquí micas que nos 

hacen replantearnos los requerimientos nutricionales de esta especie. Los 

resultados obtenidos adema s ponen de manifiesto la necesidad de estudiar 

lí pidos polares y neutros por separado. Sobre todo, cuando se incluyen 

factores ambientales como variables de estudio como por ejemplo la 

salinidad de cultivo. 

4. Es necesario poder replicar los estudios desarrollados en este proyecto, 

incluyendo el efecto de la dieta con diferentes niveles de sustitucio n de aceite 

de pescado. De esta manera, podrí amos confirmar el efecto de la dieta y la 

interaccio n con factores ambientales en la modulacio n de la biosí ntesis de 

LC-PUFA. 

5. Serí a necesario confirmar la actividad desaturasa y elongasa de Fads2 y 

Elovl4 descritas en esta especie mediante su expresio n hetero loga en 

levaduras. En este trabajo ya se ha desarrollado buena parte del 

procedimiento desde la generacio n de los productos de PCR hasta la 

obtencio n de pla smidos recombinantes transformados en E. coli. En los 

resultados, demostramos la reproducibilidad de los procedimientos 

desarrollados los cuales serí an aplicables en esta y otras especies de intere s 

para el grupo de investigacio n.  
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En este trabajo se ha demostrado la capacidad de P. orbignyanus para ser producido 

en acuicultura y el intere s que despierta desde un punto de vista de la investigacio n 

en a reas de fisiologí a y nutricio n de peces.  
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A B S T R A C T   

Paralichthys orbignyanus, a commercially important flatfish, presents in its natural environment, significant 
variations in salinity and fatty acid composition of its diet. In this work, we aimed to study the impact of salinity 
on the genetic expression of fads2 and elovl and its reflection in the muscle fatty acid profile of the fish. Since 
genetic resources for this species are absent, we performed hepatic transcriptome sequencing (mRNA-Seq) and 
conducted de novo assembly to obtain the novel transcripts of fads2 and elovl. The sequences obtained were used 
to analyze possible changes in the genetic expression of these enzymes in juvenile P. orbignyanus when cultured 
at four salinities (2, 10, 18 and 26 ppt) fed on a diet rich in 18:3n-3 and 18:2n-6 but poor in LC-PUFA. Results 
showed that salinity has a significant modulatory effect on fads2 gene expression, with an increase at 2 ppt 
salinity. Total lipid content in fish muscle decreased when moving away from the isosmotic point (10.9 ppt) 
suggesting higher energetic demands at 2, 18 and 26 ppt. This effect was also evident for specific fatty acids, such 
as 16:1n-7, 16:2n-3, 18:4n-3, 20:1n-9, 20:4n-3 and 20:5n-3. Interestingly, some fatty acids, particularly total 
MUFA, 18:2n-6 and 22:6n-3 presented a dichotomous profile between lower and higher salinities, suggesting the 
adaptation of P. orbignyanus to different environmental salinities. This study highlights the remarkable ability of 
P. orbignyanus to adapt to a wide range of salinities demonstrating the strong euryhalinity of this species. The 
observed salinity effects hold potential significance for its application in aquaculture.   

1. Introduction 

Fish are the primary food source of n-3 series long-chain (≥C20) 
polyunsaturated fatty acid (LC-PUFA), eicosapentaenoic acid (EPA, 
20:5n-3) and docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3) for human con
sumption. These fatty acids are well-known for their beneficial effect on 
human health (Calder, 2015). As for other vertebrates, n-3 LC-PUFA are 
essential nutrients for fish growth and development. The content of 
these fatty acids in fish usually reflects the diet composition and ability 
to biosynthesize LC-PUFA from the shorter essential n-3 PUFA, alpha- 
linolenic acid (ALA, 18:3n-3). However, LC-PUFA production varies 
among species depending upon the presence and expression of fads2 and 
elovl genes (Tocher, 2003; Monroig et al., 2018). In general, freshwater 
fish have a higher ability than marine fish species to biosynthesize LC- 
PUFA (Sargent et al., 1989). As terrestrial environments are naturally 
rich in C18-PUFA but poor in LC-PUFA compared to the marine 

environment (Parrish et al., 2016), it has been suggested that these 
environmental conditions may have driven the selection of fish with the 
ability to produce LC-PUFA endogenously in freshwater environments 
(Tocher, 2003; Castro et al., 2012; Monroig et al., 2016). However, 
recent findings have challenged simplistic generalizations regarding the 
high and low LC-PUFA biosynthetic capacity of freshwater and marine 
fish species. Findings on gene expression and the functions of enzymes 
involved in LC-PUFA biosynthesis, as well as the mechanisms regulating 
their activity, have revealed a more complex picture (Fonseca-Madrigal 
et al., 2012; Izquierdo et al., 2015; Turkmen et al., 2019; Wang et al., 
2014; Xie et al., 2021). 

The aquaculture industry, marked by a remarkable expansion in the 
last decades, is considered an alternative to declining fisheries to face 
the increasing demand of fish for human consumption (Little et al., 
2016). However, the reliance on the inclusion of fish oil, the main source 
of n-3 LC-PUFA, in fish feed production to fulfill the essential fatty acid 
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requirements (EFA) without compromising fish health and fish nutri
tional quality (Tocher, 2010) has emerged as a significant challenge in 
aquaculture. This reliance poses concern for the competitiveness and 
sustainability of the aquaculture industry (Tacon et al., 2013). Finding 
alternative sources of EFA, such as vegetal-based oils or microbial oils, 
has become a key focus in aquaculture research to reduce the reliance on 
fish oil and mitigate its impact on the industry. Several studies have 
shown that the replacement of fish oils by n-3 LC-PUFA rich vegetable 
sources in fish feeds may allow the sustainable growth of some widely 
produced species (Mulligan and Trushenski, 2013; Shepherd and Jack
son, 2013; Hixson, 2014; Betancor et al., 2016). Thus, the level of 
vegetable oils, naturally devoid of LC-PUFA, to be included in fish feeds, 
will vary for every fish species (Zheng et al., 2009; Tocher et al., 2019). 
Additionally, the possibility to modulate LC-PUFA biosynthesis capa
bility by changing nutritional and environmental parameters such as 
salinity, has also been explored (Fonseca-Madrigal et al., 2006; Alhazzaa 
et al., 2011a, 2011b). 

P. orbignyanus is a euryhaline flatfish inhabiting coastal and estua
rine waters of Brazil, Uruguay and Argentina (Rivera Prisco et al., 2001). 
Because of its important commercial value, efforts have been made to 
develop culture techniques for its aquaculture production (Bianchini 
et al., 2010; Bessonart and Salhi, 2018). Important areas of research in 
this species include larval development (López et al., 2009), growth 
(Fraysse and Petraroia, 2013), stress (Bolasina, 2011) and feeding habits 
(Norbis, 2004; Norbis and Galli, 2004). Studies on the effect of salinity 
on growth of P. orbignyanus suggest that this species can be cultivated in 
estuarine and marine environments (Sampaio and Bianchini, 2008). In 
nature, P. orbignyanus make use of brackish water habitats, such as 
coastal lagoons, as nursery and growing areas. Studies conducted in Mar 
Chiquita (Argentina) have observed that P. orbignyanus primarily feed 
on crustaceans and polychaetes (Rivera Prisco et al., 2001). Similarly, in 
the Rocha Lagoon (Uruguay), P. orbignyanus has been observed to feed 
also on fish in addition to crustaceans (Magnone et al., 2015a, 2015b). 
These findings highlight the species adaptability to different prey 
sources and its ability to thrive in diverse brackish water ecosystems 
(Magnone et al., 2015a, 2015b). Marine fish species moving into the 

freshwater environment face a nutritional barrier based on the physio
logical demand and dietary supply of DHA (Matsushita et al., 2020). 
According to this, these authors have highlighted the need of acquiring 
the ability for DHA biosynthesis, for marine fish successfully colonize 
freshwater environments. Several studies on diadromous and euryhaline 
fish, have demonstrated uneven capabilities to produce LC-PUFA when 
reared at different salinities and/or diets (Marrero et al., 2021). How
ever, no information was found for P. orbignyanus about its LC-PUFA 
biosynthetic ability. 

P. orbignyanus can live for long periods in brackish water ecosystems 
such as the Rocha Lagoon, (Norbis and Galli, 2004; Magnone et al., 
2015a). The potential capacity to modulate LC-PUFA biosynthesis in 
response to varying salinities presents an opportunity to improve its 
production by reducing the dependence on fish oil in the diet. This 
would enhance the competitiveness and sustainability of P. orbignyanus 
aquaculture. 

Accordingly, we aimed to study fads2 and elovl gene expression and 
the lipid and fatty acid profile in P. orbignyanus when cultured at four 
salinities and fed on a low LC-PUFA diet. As a non-model organism and 
due to the scarcity of genetic resources for this species, we sequenced the 
liver transcriptome to obtain the coding sequences of the enzymes 
involved in LC-PUFA biosynthesis. 

2. Materials and methods 

2.1. Transcriptome sequencing 

To obtain full hepatic transcriptome, P. orbignyanus wild juveniles 
were sampled (body weight BW = 18 g) captured in the Valizas stream 
(Arroyo Valizas, Rocha, Uruguay), at 0.1 ppt water salinity. Fish hepatic 
tissue was sampled and conserved in RNAlater (Thermo Scientific™) at 
− 80 ◦C for further analysis. 

2.2. RNA extraction and cDNA synthesis 

Total RNA was extracted by liquid nitrogen hepatic homogenization 
with Quick RNA MiniPrep kit (Zymo Research, Inc.) according to 
manufacturer’s instructions. The integrity of the samples was assessed 
by agarose gel electrophoresis. Quantification and purity were deter
mined with Qubit and NanoDrop (Thermo Scientific™), respectively. 
Based on this information, two of the samples were chosen to continue 
with the subsequent processes. 

To obtain P. orbignyanus transcriptome (RNA-Seq), dscDNA of mRNA 
was synthesized with Maxima H Minus Double-Stranded cDNA Syn
thesis Kit (Thermo Scientific™) using poly-d(T)18 primers. The dscDNA 
obtained was purified with 1.8× AMPure XP beads (Beckman Coulter, 
Inc). 

To study the gene expression of fads2 and elovl of P. orbignyanus, 
cDNA was synthesized with a Maxima H Minus First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Thermo Scientific™) using poly-d(T)18 primers. 

Table 1 
Formulation and composition of the experimental diet.  

Ingredients (g/kg diet) (g/kg) Main fatty acids %dw 

Fishmeal 820.80 14:0 0.12 
Krillmeal 30.00 16:0 0.82 
CMC 50.00 18:1n-9 1.27 
Vitamin mixture 7.75 18:1n-7 0.19 
Mineral mixture 7.75 18:2n-6 (LA) 0.88 
Fish oil 5.00 18:3n-6 nd 
Linseed oil 78.70 18:3n-3 (ALA) 2.8  

18:4n-3 0.03  

20:1n-9 0.04 
Composition (% dry weight)  20:2n-6 0.01 

Dry matter 89.81 ± 0.04 20:3n-6 nd 
Crude protein 58.8 ± 0.78 20:3n-3 0.01 
Crude lipid 9.43 ± 0.35 20:4n-6 (AA) 0.03 
Ash content 14.36 ± 0.02 20:4n-3 0.01 
CMC: carboxymethyl cellulose. Vitamin mixture (mg/ 

kg diet dw): retinol acetate (9.06), colecalciferol, D3 
(2), tocopherol acetate, E (200), menadione, K3 
(79.83), thiamine mononitrate, B1 (40.18), 
riboflavin, B2 (40), pyridoxine-HCl, B6 (39.6), 
calcium D-pantothenate (98), niacin (148.5), folic 
acid (5), cyanocobalamin, B12 (0.02), ascorbic acid, 
C (1980), choline chloride (3500). Mineral mixture 
(mg/kg diet dw): NaCl (581.4), CoCO3 (0.24), Ca 
(IO3)2 (7.80), ZnO (49.79), NaSeO3 (0.01), MnO 
(3.8), Fe(CO3)2 (29.08), CuSO4 (10.05). 

20:5n-3 (EPA) 0.26 
22:4n-6 nd 
22:5n-3 0.03 
22:6n-3 (DHA) 0.3 
SAFA 2.09 
MUFA 1.76 
n-3 PUFA 3.44 
n-6 PUFA 0.94 
n-3 LC-PUFA 0.61 
LA/ALA 3.18 
DHA/EPA 1.20 
DHA/AA 11.46 
n-3/n-6 3.68 
nd: not detected.   

Table 2 
Primers and probes designed to study fads2 and elovl4 gene expression.  

Primers and probes Sequences 

FADS2.PROBE 5′- FAM T+TT+C+CA+CATTCAGCAAATTC IBFQ − 3′ 
FADS2.RV 5′- CGTAGATAGTACGACATGCACC -3’ 
FADS2.FW 5′- TTCTTTCTTGTGGGACCTCC -3’ 
ELOVL4.PROBE 5′- FAM CTCAGTGACACGCTCTTCTTCATCCT IBFQ − 3’ 
ELOVL4.FW 5′- CAGAGTCTGCTGGTGGTTC -3’ 
ELOVL4.RV 5′- ACCAGTTGAAGATCATGGTGC -3’ 
BA.PROBE 5′- FAM TCCTCGGTATGGAGTCCTGTGGAAT IBFQ − 3’ 
BA.FW 5′- AATGAGAGGTTCCGTTGTCC -3’ 
BA.RV 5′- ACAGTGTTGGCGTACAGATC -3’ 

+ = LNA modified nucleotides. 
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2.2.1. High-throughput mRNA sequencing 
The dscDNA proceeded with TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 (Illu

mina) according to manufacturer’s instructions and paired end (PE) 
sequencing was performed in a NovaSeq 6000 S4 System at Macrogen 
Inc. (Korea). 

Raw reads sequences were deposited in the Sequence Read Archive 
(SRA) of GenBank under SRA accession number SRR25109571 and 
SRR25109572. 

2.2.2. Bioinformatics analysis 
For de novo assembly of RNA-Seq output, fasq files were analyzed 

with FasQC and trimmed with Trimmomatic with a Phred score cut off 
value >30. De novo assembly was performed using TransAbyss 2.0.1 by 
ten multiple independent assemblies from 21 to 57 k-mers range (Rob
ertson et al., 2010). Independent assemblies were further merged with 
Transabyss-merge to construct longer transcripts based on partial se
quences with ≥99% identity. Individual and final assemblies were 
assessed using TransRate (Hibberd et al., 2016) and RSEM (Li and 
Dewey, 2011). Identification of transcripts was obtained using BLASTX 
against Swissprot (Uniprot) (Agarwala et al., 2018) and custom nr NCBI 
databases (Agarwala et al., 2018). 

Additionally, Blast outputs were merged, and best hits were selected 
in order to proceed with complete functional annotation. For this pur
pose, functional annotation based on orthologous relationships was 
performed using eggNOG-mapper (Huerta-cepas et al., 2017; Huerta- 
Cepas et al., 2019). 

Consensus nucleotide sequences of complete fads2 and elovl 
described were submitted to GenBank. 

Identity and assembly correctness of amino acid sequence was 
confirmed by alignment using ClustalW (Thompson et al., 1994) against 
a custom database of fish Fads and Elovl retrieved from NCBI. Phylo
genetic analysis was performed using MrBayes (Ronquist et al., 2012) on 
CIPRES (Miller et al., 2015) using four heated chains and stopped at a 
split frequencies standard deviation <0.1. 

2.3. Animals and experimental design 

To study the effect of salinity on fads2 and elovl gene expressions and 
fish lipid composition, a feeding trial was conducted at four environ
mental salinities (treatments) - 2 ppt, 10 ppt, 18 ppt and 26 ppt - in four 
recirculating aquaculture systems (RAS) at the Estación Experimental de 
Investigaciones Marinas y Acuicultura (EIMA, Dirección Nacional de 
Recursos Acuáticos - DINARA) in Rocha (Uruguay). All juveniles were at 
an initial salinity of 29–31 ppt. P. orbignyanus juveniles used in the trial 
were obtained from a natural spawning of fish broodstock maintained at 
the EIMA (Bessonart and Salhi, 2018). Juveniles were reared for 285 
days after hatching and then distributed in experimental tanks. Three 
100 L fiber glass tanks were used per treatment. Fish (n = 120, body 
weight, BW = 20–50 g) were classified into three body weight groups 
(24.15 ± 2.82, 33.20 ± 2.58 and 44.10 ± 3.92 g) to reduce intra-group 
variability and, randomly distributed in the experimental units (10 fish/ 
tank, three BW groups per treatment). 

A single experimental diet (Table 1) was formulated with a low LC- 
PUFA content and a high level of ALA as substrate for n-3 LC-PUFA 
biosynthesis. Defatted fishmeal (lipid extracted 3 times with 

chloroform) was the main protein source. A reduced amount of fish oil 
was added to maintain a basal EPA and DHA content and krill meal was 
added to increase EPA content. Linseed oil was used as a source of ALA 
and, to a lesser extent, of linoleic acid (LA, 18:2n-6). All ingredients were 
mixed, pelleted to adequate size and dried at 45 ◦C to obtain dry pellets. 
For 60 days, fish were fed the experimental diet six times a day at a daily 
feeding rate of 2% of body weight. To adjust food amount, fish were 
weighted at days 14 and 28. Tanks were supplied with constant aeration 
and 10% water renewal rate. The environmental temperature was kept 
at 23 ± 1 ◦C. Tanks were cleaned once a day by siphoning of the bottom 
surface. 

At the end of the feeding trial, nine fish per salinity treatment (three 
fish per tank) were sacrificed with an overdose of benzocaine (0.5 g/L), 
individually weighted and dissected to obtain samples of muscle (fillet 
with skin) and liver. Samples for lipid and fatty acid analysis were frozen 
and kept at − 20 ◦C. Liver samples for gene expression analysis were 
conserved in RNAlater (Thermo) at 4 ◦C throughout the night and at 
− 80 ◦C hereinafter until further analysis. 

All procedures were conducted under safety animal protocols regu
lations (CEUA DINARA 001/2016). 

2.4. Proximate and lipid analysis 

Diet was analyzed for proximate composition and fatty acid profile 
(Table 1). Moisture was determined by drying in an oven at 110 ◦C to 
constant weight and ash content by burning in a furnace oven at 450 ◦C 
to constant weight (AOAC, 2006). Crude protein content was calculated 
from total nitrogen content analyzed by the Kjeldahl method (AOAC, 
2006). Diet and fish muscle samples were lipid extracted with chloro
form:methanol (2:1) according to Folch et al. (1957). Fatty acid methyl 
esters (FAMES) obtained by transesterification with methanol in sulfuric 
acid (Christie, 2010) were separated by gas chromatography (HP 5890) 
and identified by comparing the retention times with methyl esters 
standards (37 Component FAME Mix, Supelco CRM47885, Bellefonte, 
USA) and by reference to a well characterized fish oil (Salhi and Bes
sonart, 2012). Nonadecanoic acid was used as internal standard to ex
press dietary fatty acid content as % dry weight. Fatty acid composition 
of fish muscle was expressed as percentage of area and as mg g− 1 esti
mated assuming that 100% of lipids were FA. 

2.5. Gene expression analysis of fads2 and elovl 

To quantify the gene expression of the enzymes involved in LC-PUFA 
biosynthesis from P. orbignyanus through different salinity treatments, 
fads2 and elovl sequences as well as those for constitutively expressed 
genes, β-actin (OR604282), were retrieved by de novo assembly of RNA- 
Seq liver transcriptome dataset. For every ORF, gene-specific primers set 
and double-quenched hydrolysis probes (TaqMan) were design with the 
use of IDT’s Oligo Analyzer 3.1 online software and synthetized by IDT 
DNA (Coralville, IA, 116 USA) (Table 2). All qPCR assays were validated 
by the achievement of amplification efficiencies >95% (Broeders et al., 
2014). Real Time qPCR was carried out in a two-step PCR. Reverse 
transcriptase reaction was performed using Maxima First Strand cDNA 
Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Scientific). Subsequently, all PCR 
products were used in Real Time PCR quantification by mixing them in a 
20 μL reaction volume, containing 1× Hot Rox Master Mix (Bioron, 
Ludwigshafen, Germany). Thermocycling conditions started with a 2 
min hold stage, followed by an initial denaturation at 95 ◦C for 10 min 
and, subsequent 40 PCR cycles with a 15 s denaturation step at 95 ◦C and 
a synthesis step for one minute at 60 ◦C. The qPCR ended with an 
additional final step at 60 ◦C for 1 min. All PCR were carried out on an 
ABI Prism 7500 (Applied Biosystems). 

Finally, relative gene expression levels of fads2, elovl and β-actine 
were measured simultaneously in three separate tubes with a final 20 μL 
volume reaction mixture. Cts of fads2 and elovl were normalized with 
β-actine Ct values (Li et al., 2008; Purohit et al., 2016; Zheng and Sun, 

Table 3 
Completeness of transcriptome assembly analysis after merging the different k- 
mer assemblies and further clustering of the output multi-fasta.  

BUSCO (%) Merged Clustered 

Complete 62.9 63 
Single-copy 21.3 35.3 
Duplicated 41.6 27.7 

Fragmented 11.9 11.8 
Missing 25.2 25.2  
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2011). Gene expression levels for each gene of interest were compared to 
those at 26 ppt group (Pfaffl, 2001). All samples were analyzed by 
triplicate in inter and intra-assays. 

2.6. Data analysis 

Parametric tests, one-way ANOVA and Tukey HSD for multiple 
comparisons, were used except in the absence of normal distribution, 
where Kruskal–Wallis non-parametric tests were applied instead. For all 
tests, a significance level of 5% was considered. All data analysis was 
performed using R version 4.0.3. 

3. Results 

3.1. De novo assembly of P. orbignyanus hepatic transcriptome 

RNA-Seq sequencing produced 114.6 and 126.3 million raw reads 
and after trimming, 98.19% excellent quality reads were conserved. A 
total of 1,263,743 contigs were retrieved from the de novo assembled 
transcriptome. After CD-HIT-EST clustering (Li and Godzik, 2006), 
unigenes accounted for 1,221,188 sequences in the hepatic tran
scriptome increasing the complete contig proportion at the expense of 
the fragmented ones based on BUSCO analysis results. Similarly, 
redundancy of the transcriptome was reduced increasing single-copy 

Fig. 1. Phylogenetic tree comparing amino acid Fads2 sequence from P. orbignyanus and other Fads2 and Fads1 obtained from GenBank database. Fads1 sequences 
form a separate clade grouping Fads2 sequences. MrBayes was used to perform the phylogenetic analysis with four heated chains and stopped when standard de
viation reached 0.1. 

E. Fernandez-López et al.                                                                                                                                                                                                                      



Aquaculture 583 (2024) 740585

5

contig percentage (Table 3). 
At the end of the transcriptome assembly, the overall read alignment 

rate was 86.57% and after complete analysis with BUSCO, using Acti
nopterygyii orthologs database as a reference, 74.8% of the orthologs 
were identified in P. orbignyanus hepatic transcriptome. 

Complete fads2 (OR232171) was identified and has 2,069 pb length 
that included a CDS with 443 amino acids. P. orbignyanus fads2 showed 
98.8% identity with an orthologous fads2 from P. olivaceus 
(AJG36440.1), 86.68% from Rachycentrum canadum (ACJ65149.1). 
fads2 features included a b5-like cytochrome with a heme binding motif 
and a desaturase domain with four transmembrane domains and three 
conserved histidine boxes HXXXH, HXXHH and QXXHH. Phylogenetic 
analysis showed that Fads2 protein sequence found in P. orbignyanus 
clustered together with other pleuronectiforms representatives in close 
proximity to P. olivaceus (Fig. 1). 

elovl4 was the main elongase identified in the P. orbignyanus tran
scriptome in addition to an elovl1 (OR610671) and an elovl6 
(OR610664). Putative partial elovl5 was obtained and elovl2 was not 
identified. Complete elovl4 (OR232180) transcript included a full 1,746 

bp length mRNA with a CDS codifying for 263 amino acids protein 
which presented 96.20% identity with its orthologous Elovl4 from 
P. olivaceus (XM_020091769.1), 88.21% with Atlantic halibut 
(XP_034437921.1) and 82.13% with Lates calcarifer (XP_018522864.1). 
Hydrophobicity test predicted 5 transmembrane domains (Gasteiger 
et al., 2005). Histidine box was identified based on an HXXHH 
conserved motif which was found in all fish Elovl4. Phylogenetic anal
ysis showed that Elovl4 found in P. orbignyanus clustered with other 
Elovl4b in close proximity to pleuronectiformes orthologs (Fig. 2). 

3.2. Gene expression levels 

Salinity showed an effect on fads2 and elovl4 gene expressions 
(Fig. 3). fads2 gene expression was higher (p ≤ 0.050) at 2 ppt compared 
to the values observed at 18 and 26 ppt salinities (Fig. 3A). Gene 
expression levels of elovl4 showed the same tendency albeit there was no 
statistical significance (Fig. 3B). 

Fig. 2. Phylogenetic tree comparing amino acid Elovl4 sequence from P. orbignyanus and other Elovl obtained from GenBank database. MrBayes was used to perform 
the phylogenetic analysis with four heated chains and stopped when standard deviation reached 0.1. The tree topology defines four clades corresponding to Elovl5, 
Elovl2, Elovl4b and Elovl4a. 
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3.3. Fish growth and survival 

Fish survival was 100%. At the end of the experiment fish duplicated 
their weight, but neither the length nor the final weight was affected by 
environmental salinity at the tested range (2–26 ppt) (Table 4). Feed 
conversion rate ranged from 1.50 to 1.96 (Table 4). 

3.4. Fish lipid and fatty acid compositions 

The total, neutral and polar lipid contents of fish muscle are shown in 
Table 5. The total lipid content of fish muscle was affected by salinity. 
The highest lipid content was found at salinity 10 ppt (P < 0.05) in 
contrast with the lowest value found at 26S; values for S2 and S18 were 
intermediate. Increased values of total lipid (TL) were related to a higher 
proportion of neutral lipids (NL) and the opposite was observed for polar 
lipid (PL) proportions (data not shown). Nonetheless, muscle PL content 
expressed as percentage of muscle dry weight, was not significantly 
different among treatments. Moisture and lipid contents of muscle 
samples of fish at the beginning of the experiment were 77.01 ± 0.98% 
and 6.49 ± 0.13% dw, respectively. 

Fatty acid compositions of the muscle are shown in Table 6. The 
overall fatty acid profile remained invariable throughout all salinity 
treatments. The most abundant fatty acids in muscle total lipids of fish at 
the end of the trial were 18:3n-3, 16:0, 18:1n-9, 22:6n-3, 18:2n-6, 18:0 
and 20:5n-3. Relative content of 18:3n-3 and 18:2n-6 in muscle of initial 
fish were lower than those found in fish from the different treatments, 
while those of 22:6n-3 and 20:5n-3 were higher. DHA/EPA ratios did not 
decrease compared to the initial value. Salinity had a significant effect 
on total MUFA, 16:1n-9, 16:1n-7, 20:1n-11 and 20:1n-9, on total n-6 
PUFA and on certain n-3 PUFA (16:2n-3, 18:4n-3 and 20:4n-3). Total 
MUFA proportion was lowest at 2 ppt and highest at 26 ppt, with in
termediate levels at 10 ppt and 18 ppt. However, 16:1n-7 and 20:1n-9 
proportions were highest at 10 ppt. Total n-6 PUFA proportion was 
higher at 2 ppt than in the rest of treatments, mainly due to the higher 
18:2n-6 content. 16:2n-3 and 18:4n-3 proportions were lower at 2 than 
at 10 ppt, being intermediate at the other salinity values, while 20:4n-3 
was lower at 2 and 26 ppt than at 10 ppt (Table 6). 

Fish fatty acid composition expressed as mg g-1 dw is shown in 
Table 7. A higher amount of fatty acids was observed at salinity 10 ppt 

and lower at salinities 2 ppt, 18 ppt and 26 ppt, reflecting the muscle 
total lipid content (Table 7). Compared to initial fish, all treatments at 
the end of the trial showed an increased concentration of 18:2n-6 and 
18:3n-3, and a lower concentration of AA, EPA and DHA. Although some 
fatty acids experienced changes through the different salinity treat
ments, the muscle total fatty acid profiles did not reflect the observed 
changes in fads2 and elovl4 gene expression. 

4. Discussion 

In order to study the impact of salinity on the gene expression of 
fads2 and elovl and considering the limited availability of genetic re
sources for P. orbignyanus, we applied massive parallel sequencing to 
obtain the complete hepatic transcriptome. The high throughput 
sequencing has become an important tool, commonly used to evaluate 
the effect of environmental conditions such as temperature and salinity 
in different transcriptome profiles (Huggett et al., 2015). RNA-Seq is 
also a cost-effective methodology (Muir et al., 2016) applied in seek of 
novel transcripts and it is of particular interest with non-model organ
isms whose genome or transcriptome have never been sequenced before 
(da Fonseca et al., 2016; Rana et al., 2016; Carruthers et al., 2018). In 
this work, mRNA-Seq and de novo assembly were used to obtain com
plete novel transcripts from hepatic transcriptome of P. orbignyanus, 
where a full-length Δ6 fatty acid desaturase and an elovl4 transcripts 
were retrieved. Similarly, in addition to acyl-CoA desaturases (Δ6 
desaturase), a stearoyl-CoA desaturase (Δ9 desaturase) (OR616245) was 
identified in P. orbignyanus as well as other oxidoreductase representa
tives such as sphingolipid-Δ4-desaturases (OR616244), involved in 
sphingolipid biosynthesis metabolism (Bieberich, 2018). It is note
worthy the presence of a lesser-studied fish elongase elovl1 (OR610671) 
and elovl6 (OR610664), responsible for the elongation of saturated and 
monounsaturated fatty acids in mammals (Kihara, 2012; Deák et al., 
2019). elovl1 genes (elovl1a and elovl1b) have also been found in 
zebrafish, being involved not only in the elongation of SAFA and MUFA, 
but also in the elongation of PUFA (Bhandari et al., 2016). 

The increasing number of identified fads2 and elovl sequences has led 
to evolutive studies. Events such as Whole Genome Duplication (WGD) 
are considered a triggering factor for subsequent neofunctionalization of 
fads2 and elovl (Carmona-Antoñanzas et al., 2013). After the third WGD, 

Fig. 3. Gene expression (Fold change) of fads2 (A) and elovl4 (B) from P. orbignyanus juveniles reared at different salinities.  
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known as Teleost-specific Genome Duplication (TGD) other genome 
duplications occurred in salmonids and Cypriniformes leading to the 
polyploidization of species and enabling divergent resolution, sub- 
functionalization and neofunctionalization processes (Ravi and Ven
katesh, 2018). Flatfishes include mainly marine and estuarine repre
sentatives with a lesser proportion of freshwater species (Gibson et al., 
2014; Bitencourt et al., 2023). Despite the marine origin of Pleuro
nectiformes (Munroe, 2015), evidence suggests that colonization of 
freshwater environments was achieved through gene neo
functionalization of fads2 and elovl, in addition to an adaptation of the 
osmoregulatory system to cope with lower salinities (Matsushita et al., 
2020). Thus, the evolutionary history of each species is relevant to the 
repertoire of fads and elovl enzymes. This is in agreement with the 
presence of Δ4 desaturase in Pleuronectiforms such as Solea senegalensis 
and Pegusa lascaris which is determined by their taxonomic position as 
Soleidae members rather than by their trophic level (Garrido et al., 
2019). Amino acid sequences of Elovl4 and Fads2 form P. orbignyanus 
conserve a tight phylogenetic relationship between fish species clus
tering together with marine Pleuronectiforms, such as P. olivaceus, P. 
lethostigma and Scophthalmus maximus (Figs. 1 and 2). The topology 
obtained is in accordance with similar phylogenetic analysis performed 
in several studies (Zheng et al., 2004; Agaba et al., 2005; Nelson et al., 
2016). The presence of a bifunctional Δ6/Δ8 fads2 in Paralichthys oli
vaceus is coincident with a single copy of fads2 described in its genome 
(Kabeya et al., 2017). The high sequence identity observed in 
P. orbignyanus Fads2 with P. olivaceus Fads2 orthologue and the FHIQ 
motif between the third and fourth transmembrane domains suggest a 
predominant Δ6 desaturase activity, although the enzymatic activity 
will have to be verified by cloning and functional characterization 
studies. 

Conversely, salmonids are characterized by having a complete set of 
fads2 and elovl enzymes allowing the biosynthesis of LC-PUFA from their 
C18 precursors (Hastings et al., 2004; Monroig et al., 2011) as a conse
quence of the Ss4R genomic duplication event (Gillard et al., 2018). It 
also explains the higher number of proteins coded in salmonid genomes 
compared to other non-salmonid fish species. In P. orbignyanus we found 
that Elovl4 clustered together with Elovl4b. Results obtained in several 
studies are consistent in that Elovl4 can support DHA production. In 
Oncorhynchus mykiss, Elovl4b1 and elovl4b2 can convert 20:5n-3 and 
22:5n-3 to 24:5n-3 (Zhao et al., 2019) but, in other fish species, Elovl4 
was involved in biosynthesis of >24C fatty acids as described in Salmo 
salar (Carmona-Antoñanzas et al., 2011), Clarias gariepinus (Oboh et al., 
2017), Sparus aurata and Solea senegalensis (Morais et al., 2020). 

Although, there is no definite guide to estimate the amount of reads 
needed to obtain a complete full coverage transcriptome (Li et al., 
2019), it is of common knowledge that sequencing depth in RNA-Seq 
studies has a strong impact on sequencing coverage (Patterson et al., 
2019). Our RNA-Seq study reflects the low representation of fads2 and 
elovl even though they are key enzymes in LC-PUFA biosynthesis. With a 
100 million read sequencing coverage, the impossibility of finding a 
complete sequence of elovl5 in P. orbignyanus transcriptome could be due 
to a low expression level. These results suggest that P. orbignyanus has 
naturally low levels of elovl5 gene expression, at least in the environ
mental salinity (0.1 and 10 ppt) and the dietary conditions of the 
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Table 5 
Muscle total and polar lipid contents (TL and PL, % dw), and neutral lipids NL (as 
% of TL) of fish reared at different salinity treatments.  

Treatment Moisture (%) TL (% dw) PL (% dw) NL (% of TL) 

2 ppt 75.56 (2,70)a 5.05 (3.17)ab 1.23 (0.33)a 70.15 (11.03)ab 

10 ppt 74.51 (2,09)a 6.95 (3.06)a 1.40 (0.20)a 78.45 (7.12)a 

18 ppt 75.76 (1.64)a 4.13 (2.43)b 1.04 (0.27)a 69.43 (11.76)ab 

26 ppt 75.58 (1.78)a 3.29 (1.34)b 1.11 (0.53)a 64.50 (5,31)b 

Values, mean (SD), with different letter superscript within each column were 
significantly different (P < 0.05). 
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analyzed individuals. We performed the same bioinformatic analysis for 
de novo assembly in RNA-Seq raw data from Paralichthys lethostigma 
hepatic transcriptome (SRR3737288) obtaining complete fads2 
(WJY55134.1) and elovl4 (WJY55135.1) transcripts but no elovl5 found 
(Fig. 3). In general, studies using transcriptomics to assess changes in 
gene expression levels in response to environmental salinities in fish are 
scarce. Si et al. (2018) demonstrated that environmental salinity 
strongly modulates hepatic transcriptome profiles in the euryhaline 
flatfish Cynoglossus semilaevis, especially in lipid metabolism and 
osmoregulation pathways, albeit with a coverage of 25 million reads per 
sample, there was no mention to any of the enzymes involved in LC- 
PUFA biosynthesis. Similarly, transcriptomic profile of Oreochromis 
niloticus showed that adaptation to environmental salinity induced 
changes in metabolic pathways involved in fatty acid synthesis, lipid 
digestion and unsaturated fatty acid absorption and synthesis related to 
energy use (Xu et al., 2015). Osmotic stress plays a key role in euryhaline 
fishes where an adaptation to changes in environmental salinity showed 
a modulation of genes related to carbohydrate and protein metabolism 
in a compensatory manner to an increase in energy demand in Hypo
mesus transpacificus (Komoroske et al., 2016), Chanos chanos (Hu et al., 
2015) and Lateolabrax maculatus (Zhang et al., 2017). Transcriptomic 
studies in liver and intestine of Atlantic salmon, Salmo salar, showed that 
genes differentially expressed in low salinity conditions, were involved 

in metabolic pathways of lipid biosynthesis, while in marine salinity, 
differential expression of genes related to lipid digestion and absorption 
were predominant (Gillard et al., 2018). This data demonstrates that LC- 
PUFA biosynthesis metabolism is poorly represented in liver tran
scriptome compared to other metabolisms. These results support the 
difficulties found to obtain elovl5 in P. orbignyanus hepatic tran
scriptome. Whole genome sequencing of P. orbignyanus in combination 
with high coverage hepatic transcriptome sequencing would ease the 
identification and the study of fads2 and elovl enzymes. 

Environmental salinity influenced gene expression of fads2 and 
elovl4 in P. orbignyanus, showing an increase in the relative expression of 
fads2 and elovl4 at the lowest salinity treatment (2 ppt). Increase in fads2 
expression could be related to an environmental adaptation to a natural 
diet low in LC-PUFA but rich in PUFA substrates when in lowest salin
ities, although this was not seen at intermediate salinities. Gene 
expression patterns in response to environmental salinity differ among 
fish species. Salinity effect on LC-PUFA metabolism was first reported by 
Li et al. (2008) in a euryhaline fish, Siganus canaliculatus, where a higher 
relative expression of mRNA Δ6 desaturase was obtained at a lower 
salinity (10 ppt vs. 32 ppt). In addition to salinity, dietary fatty acid 
profile was also shown to exert a modulating effect on the gene 
expression of fads2 in this species, leading to an interaction between diet 
and environmental salinity (Li et al., 2008). Different results were seen 

Table 6 
Fatty acid profile (% area) of total lipids in muscle tissue (with skin) from P. orbignyanus juveniles reared at different salinities.  

Fatty acids Initial 2 ppt 10 ppt 18 ppt 26 ppt 

14:0 4.39 (0.51) 2.05 (0.23) 2.64 (0.54) 2.20 (0.60) 2.18 (0.58) 
15:1n-5 0.18 (0.04) 0.35 (0.35) 0.12 (0.19) 0.36 (0.46) 0.17 (0.43) 
16:0 18.62 (1.10) 15.80 (2.03) 15.19 (1.39) 16.33 (2.01) 16.21 (1.93) 
16:1n-9 0.73 (0.03) 0.28 (0.18)a 0.20 (0.17)a 0.36 (0.18)a 0.59 (0.14)b 

16:1n-7 7.39 (0.31) 2.68 (0.56)b 4.16 (0.52)a 3.10 (1.00)b 3.02 (0.90)b 

16:2n-3 0.11 (0.03) 0.05 (0.02)b 0.21 (0.17)a 0.07 (0.03)ab 0.08 (0.07)ab 

16:2n-4 1.23 (0.07) 0.48 (0.13) 0.63 (0.20) 0.51 (0.16) 0.50 (0.11) 
17:1n-7 0.73 (0.12) 0.21 (0.05) 0.27 (0.13) 0.17 (0.12) 0.25 (0.08) 
16:3n-4 0.17 (0.10) 0.17 (0.13) 0.21 (0.11) 0.29 (0.22) 0.31 (0.20) 
18:0 4.23 (0.16) 5.48 (0.93) 4.55 (0.62) 5.59 (1.33) 5.30 (1.41) 
18:1n-9 13.01 (0.88) 12.04 (6.15) 13.62 (6.52) 14.80 (1.24) 13.81 (1.97) 
18:1n-7 4.83 (0.27) 1.66 (0.97) 1.91 (1.05) 2.33 (0.23) 3.13 (1.36) 
18:2n-6 2.22 (0.57) 8.94 (0.84) 7.87 (0.99) 7.94 (0.76) 8.02 (0.86) 
18:3n-6 nd 0.21 (0.13) 0.12 (0.03) 0.16 (0.11) 0.22 (0.11) 
18:3n-3 2.03 (1.26) 21.50 (4.40) 19.85 (4.11) 18.12 (4.48) 19.47 (4.70) 
18:4n-3 1.29 (0.19) 0.59 (0.11)b 0.82 (0.14)a 0.65 (0.23)ab 0.61 (0.20)ab 

20:1n-11 0.21 (0.02) 0.11 (0.03)b 0.17 (0.03)a 0.23 (0.22)ab 0.16 (0.10)b 

20:1n-9 1.24 (0.16) 0.52 (0.09)b 0.81 (0.10)a 0.51 (0.25)b 0.62 (0.20)ab 

20:1n-7 0.35 (0.18) 0.11 (0.03) 0.14 (0.02) 0.15 (0.09) 0.15 (0.10) 
20:2n-6 0.24 (0.17) 0.24 (0.08) 0.26 (0.04) 0.26 (0.03) 0.26 (0.06) 
20:3n-6 0.23 (0.06) 0.12 (0.06) 0.12 (0.04) 0.11 (0.08) 0.14 (0.09) 
20:4n-6 1.86 (0.24) 1.07 (0.30) 1.00 (0.23) 1.28 (0.36) 1.14 (0.33) 
20:3n-3 0.26 (0.06) 1.37 (0.22) 1.20 (0.16) 1.29 (0.21) 1.48 (0.39) 
20:4n-3 0.63 (0.05) 0.32 (0.04)b 0.41 (0.05)a 0.35 (0.16)ab 0.31 (0.06)b 

20:5n-3 7.58 (0.50) 3.69 (0.59) 4.43 (0.83) 4.21 (0.73) 4.05 (0.46) 
22:1n-11 0.70 (0.01) 0.21 (0.08) 0.38 (0.10) 0.26 (0.11) 0.19 (0.10) 
22:4n-6 0.27 (0.11) 0.20 (0.11) 0.19 (0.06) 0.21 (0.12) 0.21 (0.13) 
22:5n-6 0.79 (0.14) 0.39 (0.18) 0.41 (0.09) 0.48 (0.14) 0.47 (0.15) 
22:5n-3 3.65 (0.46) 1.90 (0.35) 2.27 (0.41) 2.28 (0.32) 2.12 (0.30) 
24:1n-9 0.42 (0.03) 0.32 (0.09) 0.27 (0.12) 0.34 (0.09) 0.25 (0.15) 
22:6n-3 16.33 (1.87) 10.46 (3.41) 10.06 (2.33) 12.58 (3.62) 12.00 (3.94)  

SAFA 28.77 (0.90) 24.38 (2.95) 22.78 (2.48) 23.87 (2.34) 21.54 (1.93) 
MUFA 31.51 (1.21) 22.75 (2.35)a 25.99 (1.96)ab 24.13 (2.29)ab 27.12 (2.62)b 

n-3 PUFA 31.89 (1.79) 40.70 (1.34) 39.66 (1.55) 40.34 (1.61) 39.84 (1.62) 
n-6 PUFA 5.69 (0.64) 11.02 (0.58)a 10.28 (0.73)b 10.32 (0.53)b 10.30 (0.72)b 

n-3 LC-PUFA 28.46 (2.48) 17.75 (4.21) 18.37 (3.49) 20.72 (3.83) 19.95 (4.54) 
ALA/LNA 0.85 (0.39) 2.38 (0.31) 2.55 (0.26) 2.54 (0.27) 2.50 (0.43) 
DHA/EPA 2.15 (0.17) 2.96 (0.54) 2.49 (0.56) 2.91 (0.77) 2.99 (0.80) 
EPA/AA 4.10 (0.37) 3.46 (0.66) 4.33 (0.94) 4.07 (1.16) 3.78 (0.70) 
DHA/ALA 12.91 (12.23) 0.61 (0.28) 0.52 (0.23) 0.57 (0.23) 0.63 (0.25) 
n-3/n-6 5.65 (0.77) 3.70 (0.19) 3.87 (0.27) 3.92 (0.29) 3.88 (0.32) 

Values, mean (SD), with different letter superscript within each row were significantly different (P < 0.05). 
nd = not detected; SAFA = sum of saturated fatty acids, MUFA = sum of monounsaturated fatty acids, PUFA = sum of polyunsaturated fatty acids; LC-PUFA = sum of 
long chain (≥C20) polyunsaturated fatty acids. 
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in the euryhaline Japanese seabass (Lateolabrax japonicus), where, 
although fads2 gene expression was higher when reared in freshwater, 
gene expression of elovl5 was found to be increased in seawater (Dong 
et al., 2020). Similarly, in Pagrus major (Sarker et al., 2011), fads2 gene 
expression in liver experienced an increase when salinity was decreased 
from 20 and 30 ppt to 15 ppt, but only when dietary fish oil was replaced 
by vegetable oil. However, regarding elovl5 gene expression in this 
marine fish species, similar levels were observed at all salinity and di
etary treatments (Sarker et al., 2011). Similarly, Solea senegalensis 
showed an increase in fads2 and elovl5 gene expression when cultured at 
20 ppt compared to 30 ppt (Marrero et al., 2021). In P. orbignyanus, the 
lack of differences in fads2 and elovl4 expression at intermediate salin
ities could be related to the ability of this species to adapt to very low 
environmental salinities (2 ppt) showing a dichotomy between a fresh
water and marine environments gene expression pattern. 

Our results for growth performance of P. orbignyanus at different 
salinities support previous findings that demonstrate the strong eur
yhalinity of this species from early life stages (Sampaio et al., 2007). 
Other species, such as S. canaliculatus (Li et al., 2008) and P. major 
(Sarker et al., 2011), also showed no effect of salinity on growth per
formance. However, Sampaio and Bianchini (2002) reported a higher 
SGR for P. orbignyanus juveniles reared for 90 days in seawater 
compared to those reared in freshwater. Although some euryhaline fish 
species showed better growth rates at salinities close to the isosmotic 
point (Martínez-Palacios et al., 2004; Vargas-Chacoff et al., 2016; Liu 
et al., 2017), other species such as Solea senegalensis showed higher 
growth rates at higher salinities 25 ppt and 39 ppt but not at 15 ppt 

(Arjona et al., 2009). 
The highest total lipid content in P. orbignyanus muscle, associated to 

the highest proportion of neutral lipids, was found at salinity 10 ppt and 
decreased towards 2 ppt and 26 ppt. These results suggest a higher fatty 
acid mobilization at 2 ppt, 18 ppt and 26 ppt to cope with energetic 
requirements for osmoregulation when salinities move away from the 
isosmotic point, determined by Sampaio and Bianchini (2002) at 10.9 
ppt. 

The fatty acid profile of P. orbignyanus at the conclusion of the 
experiment closely resembled the dietary fatty acid profile of the diet, 
consistent with previous findings reported in several studies (Bell et al., 
2001; Shepherd et al., 2017; Carvalho et al., 2018). It is noticeable the 
high proportions of 18:2n-6 and 18:3n-3 due to their high dietary con
tent and the decrease in EPA and DHA proportions in accordance with 
the low LC-PUFA levels in diet. This pattern is commonly observed in 
feeding trials with fish meal and fish oil replacement in fish feeds by 
vegetable protein and lipid sources (Lund et al., 2019; Shepherd et al., 
2017; Turchini et al., 2009). 

In contrast, the impact of environmental salinity on overall fatty acid 
profile had very little effect or was minimal. However, certain fatty acids 
(16:1n-7, 18:4n-3, 20:1n-9 and 20:4n-3) displayed higher proportions at 
10 ppt salinity, decreasing towards 2 ppt and 26 ppt salinities in a 
similar pattern described earlier with total lipid content, probably due to 
their mobilization to cope with energetic demands at 2 ppt, 18 ppt and 
26 ppt. These results reflect the strong euryhalinity of P. orbignyanus and 
the ability to cope with a wide range of environmental salinities. Similar 
results were observed in Solea senegalensis (Marrero et al., 2021) and in 

Table 7 
Fatty acid composition of total lipids (mg g-1 dw) in muscle tissue (with skin) from P. orbignyanus juveniles reared at different salinities.  

Fatty acids Initial 2 ppt 10 ppt 18 ppt 26 ppt 

14:0 2.02 (0.23) 0.69 (0.58)ab 1.13 (0.39)a 0.60 (0.51)b 0.50 (0.31)b 

15:1n-5 0.02 (0.01) 0.09 (0.09) 0.06 (0.09) 0.07 (0.09) 0.02 (0.05) 
16:0 8.57 (0.77) 4.63 (2.91)ab 6.59 (2.40)a 3.84 (1.76)b 3.49 (1.58)b 

16:1n-9 0.34 (0.02) 0.09 (0.10) 0.07 (0.05) 0.07 (0.04) 0.13 (0.07) 
16:1n-7 3.40 (0.23) 0.92 (0.82)ab 1.84 (0.79)a 0.85 (0.69)b 0.69 (0.44)b 

16:2n-3 0.05 (0.01) 0.02 (0.01)b 0.07 (0.04)a 0.02 (0.02)b 0.02 (0.02)b 

16:2n-4 0.56 (0.02) 0.15 (0.11)b 0.27 (0.14)a 0.14 (0.12)b 0.11 (0.06)b 

17:1n-7 0.34 (0.04) 0.08 (0.07) 0.13 (0.08) 0.05 (0.07) 0.06 (0.03) 
16:3n-4 0.08 (0.05) 0.05 (0.04) 0.08 (0.03) 0.06 (0.04) 0.06 (0.04) 
18:0 1.94 (0.04) 1.55 (0.87) 1.97 (0.74) 1.25 (0.42) 0.93 (0.45) 
18:1n-9 5.99 (0.60) 3.69 (4.29) 6.87 (4.98) 3.77 (2.43) 3.05 (1.57) 
18:1n-7 2.22 (0.14) 0.47 (0.54) 0.94 (0.63) 0.58 (0.33) 0.75 (0.57) 
18:2n-6 1.02 (0.26) 3.03 (2.55)ab 3.71 (2.19)a 1.98 (1.19)a,b 1.76 (0.90)b 

18:3n-6 nd 0.09 (0.12) 0.05 (0.03) 0.04 (0.03) 0.05 (0.05) 
18:3n-3 0.93 (0.58) 7.87 (7.41) 9.68 (6.57) 4.81 (3.59) 4.45 (2.87) 
18:4n-3 0.59 (0.07) 0.21 (0.18)ab 0.37 (0.17)a 0.18 (0.15)b 0.14 (0.10)b 

20:1n-11 0.10 (0.01) 0.04 (0.03)ab 0.08 (0.04)a 0.05 (0.05)ab 0.03 (0.02)b 

20:1n-9 0.57 (0.09) 0.17 (0.15)ab 0.36 (0.16)a 0.14 (0.14)b 0.13 (0.07)b 

20:1n-7 0.16 (0.09) 0.04 (0.03) 0.07 (0.04) 0.04 (0.02) 0.03 (0.02) 
20:2n-6 0.11 (0.08) 0.07 (0.05) 0.12 (0.07) 0.06 (0.04) 0.06 (0.04) 
20:3n-6 0.11 (0.03) 0.04 (0.03) 0.07 (0.05) 0.03 (0.03) 0.04 (0.03) 
20:4n-6 0.85 (0.10) 0.29 (0.13) 0.41 (0.10) 0.29 (0.10) 0.24 (0.11) 
20:3n-3 0.12 (0.02) 0.45 (0.39) 0.54 (0.28) 0.32 (0.20) 0.31 (0.15) 
20:4n-3 0.29 (0.03) 0.10 (0.08)ab 0.18 (0.08)a 0.08 (0.06)b 0.07 (0.03)b 

20:5n-3 3.48 (0.13) 1.10 (0.66)ab 1.89 (0.67)a 1.03 (0.55)b 0.87 (0.39)b 

22:1n-11 0.32 (0.01) 0.08 (0.08)ab 0.17 (0.09)a 0.08 (0.08)b 0.04 (0.04)b 

22:4n-6 0.12 (0.06) 0.08 (0.09) 0.08 (0.04) 0.05 (0.03) 0.05 (0.04) 
22:5n-6 0.36 (0.06) 0.10 (0.06)b 0.17 (0.05)a 0.11 (0.05)b 0.10 (0.05)b 

22:5n-3 1.67 (0.16) 0.56 (0.31)ab 0.99 (0.41)a 0.55 (0.28)b 0.45 (0.20)b 

24:1n-9 0.19 (0.01) 0.08 (0.04) 0.12 (0.07) 0.08 (0.04) 0.05 (0.03) 
22:6n-3 7.50 (0.76) 2.73 (0.95)b 4.18 (1.21)a 2.80 (0.95)b 2.52 (1.26)b  

SAFA 13.38 (0.75) 7.19 (4.52)ab 10.08 (3.57)a 5.97 (2.73)b 4.75 (2.08)b 

MUFA 15.31 (1.85) 7.81 (6.55)ab 11.88 (5.88)a 5.96 (3.90)b 5.20 (2.83)b 

n-3 PUFA 19.58 (9.90) 13.03 (9.82) 17.90 (9.15) 9.80 (5.41) 8.84 (4.44) 
n-6 PUFA 4.30 (3.38) 3.71 (2.96) 4.63 (2.52)a 2.58 (1.40) 2.29 (1.14)b 

n-3 LC-PUFA 11.33 (3.54) 4.94 (2.32)b 7.78 (2.59)a 4.79 (1.86)b 4.22 (1.89)b 

Values, mean (SD), with different letter superscript within each row were significantly different (P < 0.05). 
nd = not detected; SAFA = sum of saturated fatty acids, MUFA = sum of monounsaturated fatty acids, PUFA = sum of polyunsaturated fatty acids; LC-PUFA = sum of 
long chain (≥C20) polyunsaturated fatty acids. 
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Lates calcarifer (Alhazzaa et al., 2011a) where fatty acid profiles showed 
an adaptation to dietary changes but not to salinity. 

The results observed in LC-PUFA biosynthesis capability in response 
to salinity are disparate among the different species studied. Changes in 
the resulting fatty acid profile in P. orbignyanus do not appear to reflect 
changes in LC-PUFA biosynthesis, even though an increase in fads2 gene 
expression was observed due to the effect of salinity. Similar results were 
found in Lates calcarifer a euryhaline fish where no changes were 
observed in the fatty acid profile due to the effect of environmental 
salinity, despite an increase in gene expression of Δ6 fads2 (Alhazzaa 
et al., 2011a). Further results demonstrated that L. calcarifer biosyn
thesis capabilities are limited, not being able to cover EPA and DHA 
requirements when dietary fish oil is replaced by C18 PUFA rich vege
table in freshwater and marine water conditions (Alhazzaa et al., 
2011b). In contrast, Siganus canaliculatus, an herbivorous marine fish, 
showed evident differences in fatty acid profiles due to an increase in 
gene level expression of fads2 and elovl upon a decrease in salinity (Li 
et al., 2008; Xie et al., 2015). Chirostoma estor, a carnivorous freshwater 
fish, showed an increase in bioconversion activity towards LC-PUFA 
when cultured at 15 ppt compared to 0 ppt and 5 ppt (Fonseca- 
Madrigal et al., 2012). Pagrus major, a marine fish species, showed a 
significant increase in DHA and EPA proportions on liver total lipids at 
15 ppt and 20 ppt compared to 33 ppt, suggesting biosynthetic capa
bilities of LC-PUFA (Sarker et al., 2011). In our study, when considering 
muscle lipid contents of P. orbignyanus, fish reared at 10 ppt showed the 
highest content of most fatty acids affected by salinity (OA, LA, ALA, AA, 
EPA, DHA, SAFA, MUFA and n-3 LC-PUFA) followed by those reared at 
2 ppt. Other fish species accumulate C18-PUFA at low salinities while at 
high salinities they accumulate LC-PUFA. As an example, the euryhaline 
fish Alosa sapidissima showed the highest LA and ALA percentage in 
muscle tissue at 7 ppt while the highest EPA and DHA contents were 
observed at 28 ppt (Liu et al., 2017). In Anguilla anguilla, LA and ALA 
were also more abundant in fish muscle and liver when reared at 
freshwater salinities while LC-PUFA accumulated at seawater and 
brackish water (Parzanini et al., 2021). However, in Lateolabrax japo
nicus fed a commercial diet, LA, ALA and LC-PUFA were higher in muscle 
lipids in marine cages than in freshwater ponds, although in liver lipids 
LA and ALA were higher in freshwater than in marine cages (Dong et al., 
2020). In order to fully understand fish physiology in response to salinity 
and LC-PUFA metabolism, the gene repertoire of fads2 and elovl, gene 
expression patterns and enzymatic activity must be fully characterized 
along with fatty acid mobilization and retention across several tissues. 

5. Conclusions 

P. orbignyanus exhibited a remarkable capability to adapt to different 
salinities which is of interest in diversification of aquaculture. The effect 
of salinity on fads2 and elovl4 gene expression suggests that a lower 
salinity may enhance LC-PUFA biosynthesis. Nevertheless, it is impor
tant to highlight that the fatty acid profile of the fish does not necessarily 
reflect this activity, which underscores how unreliable it can be to make 
direct inferences from the fatty acid profile. However, future studies 
should address the extent to which P. orbignyanus can be able to produce 
LC-PUFA by determining the desaturase and elongase activity and their 
substrate specificity. Additionally, the application of massive parallel 
sequencing may accelerate research in aquaculture, where whole 
genome sequencing in conjunction with RNA-Seq play a key role in 
future studies, specially in non-model fish species. 
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