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su digestibilidad in vitro alcalina................ooouiiiiiiii e 121
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GLOSARIO

Absorcion: Paso de los nutrimentos a través de los enterocitos del intestino anterior,
para su aprovechamiento a nivel celular.

General Physiology

Actividad residual: Es la actividad enzimatica remanente, por presencia de un
inhibidor bioquimico, ya sea especifico o general.

Enzyme Assays for Food Scientists

Alimentacion endégena: Aquella que depende de fuentes alimentarias propias,
como las presentes en el saco vitelino de un pez.

Larval Fish nutrition

Alimentacion exégena: Aquella que depende de fuentes alimentarias externas,
(v.g. un alimento inerte suministrado).

Larval Fish nutrition

Alevin: Es un periodo en peces de ontogenia de transicion, con caracteristicas de
desarrollo similares a los de un pez juvenil.

Guelp Icthyology Reviews

Clonacién: Produccion de células o individuos, con caracteristicas genéticas
idénticas entre si.

Genetics
Crecimiento: Incremento en numero de las células somaticas de un organismo, con

respecto al tiempo.
The Science of Biology
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Desarrollo: Toda la serie de cambios en la estructura y funcion que un organismo
experimenta a lo largo de su ciclo de vida.
The Science of Biology

Digestibilidad in vitro: Simulacion del proceso digestivo de ingredientes proteinicos
de prueba, en condiciones de laboratorio.

Journal Nutrition

Digestion: Hidrolisis acida y alcalina de los alimentos, para que puedan ser
absorbidos a nivel de intestino medio.

Journal Nutrition

Digestion acida: Digestion mediada por proteasas acidas, secretadas por las
glandulas gastricas del estbmago, siendo indicador de un tracto digestivo maduro.

Enzyme Assays for Food Scientists

Digestion alcalina: Digestion mediada por proteasas alcalinas, secretadas por el
pancreas, siendo indicador de un tracto digestivo inmaduro.
Enzyme Assays for Food Scientists

Eleuteroembriéon: Embridn que se libera del coridon y con capacidad de nado libre.

Guelp Icthyology Reviews

Expresion génica relativa: Es el nivel de expresion de un gen determinado, en
funcién de la expresién de un gen interno o domeéstico.

Genetics

Glandulas gastricas: Estructuras internas del estbmago con capacidad secretora
del jugo gastrico y pepsina, necesarios para la digestion acida y cuya presencia
puede marcar el paso del periodo larvario a juvenil.

Histology and Histophatology
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Granulos de zimoégeno: Cumulos de precursores bioquimicos de tripsina o
quimiotripsina en el pancreas.

Histology and Histophatology

Histoquimica: Técnica de tincidn para el estudio de la naturaleza de las células
mucosas del tracto digestivo de un organismo. La pigmentacion de las células
mucosas esta en funcién del tipo de sustancias dentro de las mismas.

European Journal of histochemistry

Inhibidor: Agente quimico con propiedad de inhibir total o parcialmente la actividad
enzimatica.

Enzyme Assays for Food Scientists

Juvenil: Individuo con caracteristicas de desarrollo muy similares a los de un
individuo adulto.
Guelp Icthyology Reviews

Larva: Segunda categoria periodica en la escala ontogénica de un pez de ontogenia
indirecta, y que es previo al periodo juvenil.
Guelp Icthyology Reviews

Ontogenia: Cambios morfolégicos y funcionales que experimenta un organismo
desde que nace (0 eclosiona) hasta su muerte bioldgica.
Guelp Icthyology Reviews

Ontogenia de transicion: En peces, constituye el tipo de ontogenia que pasa por un

periodo ontogénico denominado alevin.

Guelp Icthyology Reviews
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Ontogenia directa: En peces, constituye el tipo de ontogenia, que da paso al
periodo juvenil, sin pasar por el periodo larvario.

Guelp Icthyology Reviews

Ontogenia indirecta: En peces, constituye el tipo de ontogenia en el que el individuo
pasa por un periodo larvario, previo al periodo juvenil.

Guelp Icthyology Reviews

PCR: Reaccidon en cadena para amplificacion del DNA, mediada por la enzima Tag-
polimerasa.

Genetics

Pez eurifago carnivoro: Pez con habitos estrictamente carnivoros, esto es, con
énfasis en fuente alimentaria animal.

Fish Food Technology

Pez eurifago omnivoro: Peces con habitos alimentarios omnivoros, pero que los
puede haber con tendencias alimentarias carnivoras, o bien con tendencias
alimentarias herbivoras.

Fish Food Technology
Plasmido: Vector que se utiliza para insertar una carga genética extrafia a otro

microorganismo.

Genetics
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RESUMEN

El estudio de la fisiologia digestiva de los peces ciclidos nativos es de importancia
capital, como es el caso de la mojarra castarrica Cichlasoma urophthalmus, ya que
puede contribuir a sentar las bases cientificas y técnicas para el disefio de alimentos
balanceados inertes, o que puede implicar mejorias en los protocolos de cultivo, que
esto conlleva. El objeto del presente estudio fue estudiar los cambios morfolégicos y
de expresion geénica a lo largo de la ontogenia inicial; asi como la caracterizacion
enzimatica, y evaluacion del grado de hidrolisis de 29 ingredientes proteinicos de
origen animal y vegetal, con extractos crudos de estomago e intestino de juveniles de
C. urophthalmus. La fase experimental de la presente investigacion se dividid en dos
etapas: 1) Estudios histologicos y de expresion génica de enzimas digestivas en
eleuteroembriones y larvas, y 2) Estudios bioquimicos y de digestibilidad in vitro en
juveniles. Los resultados histologicos mostraron que C. urophthalmus es capaz de
desarrollar cambios morfofuncionales relativamente rapidos en estdmago. A este
respecto, a los 14 dias después de la eclosion (dde), C. urophthalmus presenta un
estbmago desarrollado, con presencia de glandulas gastricas posiblemente
funcionales, hecho que se confirma por la presencia de células mucosas en
estdbmago, con capacidad secretora de mucopolisacaridos neutros, aun antes de esta
edad. Paralelamente, los estudios moleculares revelaron que la expresion génica de
a-amilasa y lipasa dependiente sales biliares es importante a partir de los 3 dde y se
acentua a los 25 dde (principalmente lipasa), lo que implica funcionalidad temprana
del pancreas, mientras que la expresién génica de fosfatasa alcalina experimenté
actividad prominente a los 25 dde, lo que indica la funcionalidad intestinal a esta
edad. Los resultados bioquimicos confirmaron que C. urophthalmus es una especie
de amplio espectro tréfico, con atributos de una especie omnivora, con cierta
tendencia a la carnivoria oportunista, ya que presenta actividad importante en una
amplia gama de enzimas digestivas. Los resultados de digestibilidad in vitro
mostraron que ingredientes proteinicos como la harina de visceras y carne de pollo,
harina de cerdo y pasta de coco, pueden constituir fuentes potenciales de proteina
para C. urophthalmus.
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ABSTRACT

The study of the digestive capacity and physiology, during the early ontogeny of the
cichlid fishes is very important, as the native Mayan cichlid Cichlasoma urophthalmus,
towards the establishment of the technician and scientists supports for designing of
inert foods, which might improve nutritional protocols of its culture. The aim of the
present investigation was to study the morphological changes and the gene
expression of digestive enzymes, during the initial ontogeny of C. urophthalmus, as
well as the enzymatic characterization and the assessment of the hydrolysis grade of
29 protein ingredients from vegetable and animal origin, using crude extracts of
stomach and intestine of C. urophthalmus juveniles. The present work was divided in
two general steps: 1) Histological and digestive enzymes expression studies, on
eleutheroembryos and larvae, and 2) Biochemical and in vitro digestibility studies on
juvenile fish. According to the histologic al results, the stomach of C. urophthalmus
showed rapid morphological and functional changes. At this respect, at 14 days after
the hatching (dah), the gastric glands into the stomach are possibly functional, which
is supported for the presence of goblet cell secreting neutral glycoconjugates, even
before this age. Concurrently, the molecular studies revealed that the a-amylase and
bile salt activated lipase gene expression is very important at 3 dah, and being
prominent at 25 dah (mainly lipase), demonstrating the functionality of the pancreas
at the early age; whereas the alkaline phosphatase gene expression, is important at
25 dah too, which imply the full differentiation of the intestine. The biochemical and
characterization of digestive enzymes results in C. urophthalmus juveniles, showed
that it presents a wide trophic spectrum, of omnivorous features with certain tendency
to be opportunistic carnivorous specie. The in vitro digestibility results indicated that
protein ingredients such as, the meat and viscera of chicken, meat of pig and

coconout paste, could be important protein sources for C. urophthalmus nutrition.

[xiii]



1. INTRODUCCION

1.1. Indicadores como evaluacién de desarrollo digestivo

Hoy en dia, la optimizacion de la calidad nutricional de los alimentos en peces
teledsteos cultivables, ha dirigido la investigacion hacia el empleo del alimento vivo,
con miras a consolidar las fases de la ontogenia inicial, tal vez las mas criticas del
cultivo. No obstante que esto ha significado avances innegables en el cultivo de
peces marinos y aun dulceacuicolas, los altos costos que implican el establecimiento
de infraestructura para los cultivos secundarios, han menguado seriamente la
rentabilidad de la acuacultura. Mas aun, la calidad nutricional del alimento vivo no
siempre es garantia de cubrir los requerimientos nutricionales de los organismos de
cultivo. La produccién del alimento vivo puede enfrentar dificultades como una
provision y calidad nutricional variables (Sorgeloos, 1980; Watanabe et al., 1983).
Desde hace algunas décadas, los trabajos de investigacién han intentado dilucidar la
habilidad fisiolégica propia del organismo, para degradar los ingredientes presentes
en la dieta, desde la optica de su maquinaria enzimatica, con resultados cada vez
mas alentadores. De acuerdo con Rosenlund et al. (1997), las dietas inertes ofrecen

la oportunidad de introducir nutrientes que no estan disponibles en el alimento vivo.

1.2. Ontogenia inicial en peces teledsteos

La ontogenia es toda la serie de cambios morfolégicos y funcionales que
experimenta un organismo, a lo largo de su vida bioldgica. En peces, el desarrollo
exitoso del sistema digestivo es esencial para la supervivencia y crecimiento de las
larvas, que le permita ser capaz de capturar, ingerir, digerir y absorber el alimento
(Kjorsvik et al., 2004). Aunque las larvas de peces pueden ser morfolégicamente
capaces de capturar elementos alimentarios al instante de su primera alimentacion
exogena (Segner et al., 1994; Bisbal & Bengtson, 1995), el sistema digestivo requiere
una serie de cambios de desarrollo antes de ser totalmente funcional (Govoni et al.,
1986; Canino & Bailey, 1995). El esquema general de la secuencia de eventos
durante la ontogenia de los peces teledsteos se puede mostrar en la figura 1, de

acuerdo con Govoni et al. (1986).
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Figura 1: La derivacién, secuencia del canal alimentario y formacidon de 6rganos en larvas de peces
teledsteos, (Tomado de Govoni et al., 1986).

A rasgos generales, en la figura 1 se observa que a partir de un intestino incipiente
(simple), se derivan el intestino anterior, medio y posterior, producto de su
segmentacion en tres. A su vez, el intestino anterior da origen al eso6fago y

estdmago; mientras que el recto y ano se originan a partir del intestino posterior.

1.3. Tipos de ontogenia e indicadores de maduracion digestiva

Con lo que respecta a los tipos de ontogenia de peces teledsteos Balon (2002)
establece tres tipos de ontogenia: indirecta, de transicioén y directa. En la tabla 1, se
muestra un bosquejo de los tres tipos de ontogenia referida, asi como los periodos y

fases que experimentan cada una de ellas.



Tabla 1. Los tres tipos de ontogenia en peces teledsteos: indirecta, de transicién y directa.

Indirecta De transicion Directa
Periodo Fase Periodo Fase Periodo Fase
Embridn Segmentacion Embridn Segmentacion Embridn Segmentacion
Embridn Embridn Embridn
Eleuteroembridn Eleuteroembridn Eleuteroembridn

(embridn libre)

Larva pterolarva Alevin Alevin

apterolarva

Juvenil Parr Juvenil
Smolt
Juvenil Juvenil
Adulto Adulto Adulto
Senectud Senectud Senectud

La teoria de la ontogenia en saltos (Balon, 2002), establece que la ontogenia es un
modelo jerarquico de la historia de vida de los peces. Por tanto, la ontogenia indirecta
se puede desglosar en periodos secuenciales de embrion, larva, juvenil, adulto y
maduro (senectud); y embrion, juvenil, adulto y maduro para el caso de la ontogenia
directa (ndtese la ausencia del periodo larvario). Para el caso de la ontogenia de
transicion, el modelo propone los periodos embridn, alevin, juvenil, adulto y maduro
(notese el periodo alevin, una especie de vestigio larvario, segun Balon (2002). Cada
periodo se encuentra separado por fronteras naturales, y comprenden una secuencia
de intervalos de organizacion en “saltos”, o estados “homeoréticos” denominados
pasos (la unidad basica en la escala ontogénica), separados por umbrales
estabilizados.



Por consiguiente, el periodo es el mas largo intervalo, separados uno de otro por
umbrales. La fase la define como el siguiente intervalo en el cual, los periodos son
divididos por unidades morfologicas, principalmente para propuestas de
identificacion, pero de menor significancia ontogénica. El paso es el mas corto
intervalo natural, separado por umbrales y el concepto de estadio, es un estado
instantaneo de ontogenia, por lo que no debe ser denotado como un intervalo (tabla
1). A continuacién, se abordan aspectos de los tipos de ontogenia referidos.

1.3.1. Ontogenia indirecta

La morfogénesis a partir de la fertilizacion del embridn, sigue el mismo patron basico
en peces teledsteos, siendo los huevos telolécitos (con una gran masa de vitelo) y
con un vitelo libre relativamente pequeno (blastodisco), donde comienza la division
celular (Falk-Petersen, 2005). Los cambios morfologicos tipicos que tienen durante el
desarrollo embrionario, tras la fecundacién y la formacion del embrion, comienzan
con la segmentacién dentro de aquel en dos células hijas, éstas a su vez en 4, 8, 16,
32, 64 células, lo que da origen a los blastbmeros, quienes van a permitir la

formacion de la morula a nivel del polo animal.

El blastocele se origina a partir de la disposicion de los blastomeros en una capa,
originando una cavidad. La blastula consiste en la segmentacion que va a envolver al
blastocele y da origen a una esfera hueca, cuyas paredes conforman el blastodermo.
Después, las células se extienden sobre el polo vegetativo, englobandolo. El
blastodisco cubre el vitelo, hasta que sus bordes convergen y se cierran en el

extremo posterior del embridn, conformando la gastrula.

En la etapa de neurulacién, se observan los primordios del corazén, un protocerebro
y notocordio, tubo neural y somitos. Para entonces, el corazon se encuentra bien
desarrollado. El primer periodo es el embrionario, es caracterizado por la
alimentacion enddgena es decir, por la adquisicion de nutrientes a partir de fuentes
parentales (Balon, 1999). El tiempo desde la eclosion, hasta la pigmentacion de los



ojos representa presumiblemente el tiempo en el cual las larvas pueden nutrirse solo
de sus reservas vitelinas y no de fuentes exdgenas (Houde, 1974).

La alimentacion endogena presenta un intervalo que tiende a ser muy estrecho de
tiempo y un periodo larvario largo (dependiente de alimento exdgeno), lo que hace a
la larva sumamente vulnerable y proclive a altas mortalidades. Muchas especies
desarrollan tamafos de huevo y embriones libres (o eleuteroembriones) con un
estatus de muchos érganos y tejidos presumiblemente inmaduros al momento de la
eclosion (Falk-Petersen, 2005). Sin embargo, los peces de ontogenia indirecta
producen una gran cantidad de embriones y larvas, para compensar tal
vulnerabilidad. Ademas las larvas adicionalmente, pueden ocupar numerosos nichos
troficos (plancton en teledsteos), por lo que no compiten por el alimento (Holcik
1986). De acuerdo con Gisbert et al. (2008), los embriones libres de peces
generalmente eclosionan mas prematuramente en su desarrollo, que en otros
vertebrados, sugiriendo que las secuencias espacio-temporales en larvas de
teleGsteos son muy diferentes al de los vertebrados superiores. Consecuentemente,
durante las primeras semanas de vida, las larvas de los peces sufren cambios morfo-
estructurales y fisioldgicos significativos, hasta el punto zenit de maduracion del
sistema digestivo. Las configuraciones digestivas seran establecidas de acuerdo con
Smith (1980) y son las que siguen:

1.3.1.1. Peces eurifagos carnivoros

En la bucofaringe entre los 1 y 2 dde, los rasgos morfohistolégicos que se muestran
son algunas capas de células escamosas y muy pocas papilas gustativas. En estos
dias, el intestino es rudimentario conformado por epitelio columnar ciliado simple.
Durante la presencia del saco vitelino, la region posterior del intestino sufre una
torcion de 90° y aparece una valvula intestinal, dividiendo al intestino en dos
regiones, el intestino prevalvular y el postvalvular. Ambas regiones presentan
citoplasma basofilico y prominentes microvellosidades eosinofilicas (Gisbert et al.,
2004). El intestino postvalvular esta desprovisto de células mucosas (Govoni, 1980),
mientras tiene lugar la aparicion de las glandulas gastricas (lo cual es un indicador de



inmadurez digestiva). Sin embargo, es necesaria la actividad de ciertas enzimas para
que tenga lugar la digestion larvaria inmediatamente después de la eclosion.

Durante el periodo larvario, el intestino prevalvular ha sido descrito también como el
sitio principal del tracto digestivo para la digestion extracelular, debido a su pH
alcalino y a la presencia de tripsina, secretada en el pancreas exdcrino (Walford &
Lam, 1993; Zambonino Infante & Cahu, 2001). Poco después, tiene lugar la
diferenciacion del canal alimentario en bucofaringe, esoéfago, intestino pre y
postvalvular y recto, coincidiendo con la primera alimentacién exogena (Gisbert et al.,
2004). Esto ha sido observado para otras especies eurifagas carnivoras como el
Paralichthys senegalensis (Ribeiro et al., 1999) y Limanda ferruginea (Baglole et al.,
1997).

En P. californicus segun Gisbert et al. (2004) a los 4 dde, un pliegue formado por
células columnares ciliadas, comienza a diferenciarse en la region terminal del
eso6fago, a partir del intestino prevalvular anterior. Alrededor de los 10 dde, el numero
de células mucosas aumenta. Dichas células, secretan glicoproteinas y mucinas, que
son las sustancias que componen la mucosa lubricante, a nivel de la bucofaringe
anterior y en el esofago, en el que no se observaron cambios histologicos hasta la
metamorfosis, como en P. californicus. A esta edad se logra apreciar también un
diente canino en la parte posterior de esta cavidad. En este punto, la mucosa del
intestino es mayormente rectilinea con varios pliegues cortos. Las primeras células

mucosas, estan presentes en ambas regiones del intestino.

Las células mucosas incrementan en numero con la diferenciaciéon de la mucosa
intestinal, siendo mas abundantes, en el intestino prevalvular. Histologicamente,
estas células se tinen de azul oscuro, lo cual se relaciona a la presencia de mezcla
de glicoproteinas carboxiladas y sulfatadas y glicoproteinas neutras. Entre los 19 y
23 dde, el plegamiento del intestino prevalvular se incrementa ya que los pliegues
ocupan la mayor parte del lumen intestinal; en tanto que el intestino postvalvular
muestra muy pocos pliegues en una mucosa que se muestra rectilinea (Gisbert ef al.,
2004).



Cuando P. californicus experimenta la migracion del ojo (27-30 dde), coincide con la
diferenciacion de las glandulas gastricas y el decaimiento de los cuerpos
supranucleares a nivel del intestino postvalvular (Gisbert et al., 2004), lo cual indica
la presencia de absorcion pinocitica y digestion proteolitica en el medio intracelular,
mediante un proceso de cinco etapas: pinocitosis, transporte, acumulacion, digestion
y extincion (Watanabe, 1984).

En peces con ontogenia indirecta, al inicio del desarrollo la digestion larvaria se hace
via intracelular, que posteriormente se volvera extracelular cuando tiene lugar la
transformacion al juvenil (Govoni et al., 1986). La digestion intracelular compensa la
digestion incompleta que se da a nivel del intestino medio primigenio, ya que
decrementa su aporte digestivo, a medida que tiene lugar la maduracion del canal
alimentario, sobre todo con la aparicion de un estomago funcional, que posiblemente
sea el indicador mas trascendente de la maduracion digestiva en peces eurifagos

carnivoros.

A su vez, esta ampliamente documentado que, un indicador morfohistolégico de la
madurez plena del estbtmago es la presencia de glandulas gastricas a nivel del
estbmago fundico; en tanto que un indicador enzimatico significativo, de la madurez
estomacal son los altos niveles de pepsina, precisamente secretada a partir de las
glandulas gastricas. La aminopeptidasa y la fosfatasa alcalina son enzimas
intestinales que se encargan de la digestion de pequefios péptidos y asimilacion de
nutrientes, respectivamente. Sus incrementos sostenidos a lo largo de la ontogenia
inicial, son indicadores de mejoramiento de la capacidad digestiva intestinal
(Guerreiro at al., 2010). Tales cambios pueden ser indicadores utiles, que marcan la
pauta del proceso de maduracién digestiva. El acontecimiento de estos tres cambios
son indicadores del umbral de un tracto digestivo en estado avanzado de madurez.
Govoni et al. (1986) senalan que presencia de inclusiones supranucleares y vacuolas

son indicadores de un canal alimentario funcional. En la figura 2 se pueden apreciar



los cambios trascendentales durante la ontogenia inicial de un pez carnivoro tipico,

segun Hachero-Cruzado et al. (2009).
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Figura 2. Indicadores morfolégicos importantes durante la ontogenia inicial del pez carnivoro
Scophthalmus rhombus. (Tomado de Hachero-Cruzado et al., 2009).

1.3.1.2. Peces eurifagos omnivoros con tendencia carnivora

A la fecha, pocos estudios sobre la dinamica ontogénica han sido llevados a cabo en
peces de este grupo. En su trabajo del desarrollo de enzimas digestivas en la
ontogenia inicial de Cichlasoma urophthalmus, Lopez-Ramirez et al. (2010) sugieren
la presencia de tripsina, quimiotripsina, aminopeptidasa y catepsina (indicador de la
protedlisis intracelular y por tanto de un tubo alimentario primigenio o inmaduro)
antes de la eclosién (0 dde) y a los 3 dde, respectivamente al visualizar sus bandas
respectivas en zimogramas a las edades sefialadas. En larvas en otro pez eurifago
omnivoro, Pagellus erythrinus (con cierta tendencia a la carnivoria, como C.
urophthalmus), la diferenciacion del tracto digestivo tiene lugar en bucofaringe,
es6fago, un estbmago presuntivo e intestino, a los 3 dde (Micale et al., 2006),

indicadores morfohistolégicos que coincidieron con la primera alimentacion exogena.



A partir de estos hallazgos se deduce cierta capacidad funcional del tracto digestivo a

esta edad.
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Figura 3. Desarrollo morfoestructural de un pez ciprinido eurifago omnivoro, con tendencia carnivora
(Tomado de Kolkovsky, 2001).



Desde el punto de vista morfologico y estructural, Dabroswky (1984) y Person-Le
Ruyet (1989), muestran un esquema sintético de la dinamica de eventos que tienen
lugar durante la ontogenia inicial de un ciprinido tipico eurifago omnivoro, con énfasis
en fuente alimentaria animal (o de tendencia carnivora). Noétese los cambios
significativos en la longitud total del intestino, asi como la serie de pliegues y
curvaturas que experimenta el intestino, a lo largo de su ontogenia inicial (figura 3).
Aqui, uno de los indicadores que pueden ser meritorios de cambios del inicio de la
alimentacion exdégena son incrementos de la actividad de la tripsina, y el inicio de la
actividad de la quimiotripsina como indicador de un posible inicio de alimentacion

mixta (mezcla de suministros alimentarios endégenos con exdégenos).

A pesar de que la mayor parte de los estudios acerca de la ontogenia inicial en
peces, han sido enfocados a especies eurifagas carnivoras del Mar Mediterraneo, y
del Atlantico Norte, es posible resumir los cambios relevantes, que pueden ser
utilizados como indicadores del grado de maduracion en que se encuentra el pez, en

la escala ontogénica.

El trabajo de Micale et al. (2006) de la figura 4, permite ilustrar indicadores cruciales
(tiempos de apertura de la boca, absorcion del saco vitelino, formacion de las
glandulas gastricas y otros mas) en larvas de un pez eurifago omnivoro, con énfasis
en fuente alimentaria animal tipico como Pagellus erythrinus, que permitan disponer
de un mayor numero de elementos para ayudar a dilucidar el proceso de maduracién

digestiva, en peces eurifagos omnivoros con tendencia carnivora.
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Figura 4. Indicadores notables durante la ontogenia inicial del pez eurifago omnivoro, con énfasis en
fuente alimentaria animal Pagellus erythrinus (Tomado de Micale et al., 2006).

1.3.1.3. Peces eurifagos omnivoros con tendencia herbivora

La eclosion en ciprinidos eurifagos omnivoros, con énfasis en fuente alimentaria
vegetal, como Ctenopharyngodon idellus, deriva en organismos incompletos, por lo
que la diferenciacion de organos continua durante el periodo postembrionario
(Stroband & Dabrowski, 1979), particularmente el tracto digestivo (Dabrowski, 1984,
Govoni et al., 1986). Por otro lado, cuando la tasas de crecimiento alcanzan hasta el
30% d’, (Bryant & Matty, 1980), la digestién alcanza actividades enzimaticas

extremadamente pronunciadas.

La alimentacién exdgena comienza aun antes de la absorcion del saco vitelino y en
este periodo el tubo alimentario es corto y recto (Hofer, 1991), que puede llegar a
medir un 50% de la longitud corporal (Stroband & Dabrowski, 1979). El intestino
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larvario corto tiene capacidad de desdoblar y asimilar elementos facilmente
digeribles, principalmente zooplancton (Mark et al., 1987).

El intestino crece lentamente durante el periodo larvario (Hoffer & Nasir-Uddin,
1985). Dado que el tiempo de pasaje intestinal esta positivamente correlacionado con
la longitud relativa intestinal de (Hoffer & Nasir-Uddin, 1985), el tiempo disponible
para los procesos de digestion y absorcion es gradualmente extendido, hasta que
finalmente el pez alcanza el periodo adulto (Hofer, 1991). Por consiguiente, tanto el
tiempo de pasaje, como la longitud intestinal pueden ser considerados como
elementos indicadores, de la madurez digestiva en ciprinidos, principalmente
eurifagos omnivoros con énfasis en fuente alimentaria vegetal. La deplexion de la
actividad de tripsina en el intestino posterior, conforme tiene lugar la ontogenia inicial,
puede ser un serio indicador de desarrollo digestivo, al menos durante el periodo

larvario.

La actividad de enzimas digestivas es baja en el primer periodo de alimentacion,
aunque incrementa durante el desarrollo larvario (Stroband & Dabrowski, 1979). Las
enzimas digestivas de las presas naturales del zooplancton, sobreviven al tubo
digestivo del predador y logran aumentar la actividad enzimatica (Hofer, 1991).

Por otro lado, C. idellus, es un pez carente de estomago, lo cual implica que todo el
proceso digestivo se efectua a lo largo de su intestino (principalmente anterior y
medio), el cual esta disefiado para optimizar al maximo la digestion y asimilacion de
nutrientes. La maquinaria enzimatica intestinal de C. idellus, compuesta por
proteasas, lipasas, celulasas y amilasas ha sido abordada por Das & Tripathi (1991);
Wu & Zhu (1994). A su vez, los peces eurifagos omnivoros con énfasis en fuente
alimentaria vegetal adultos, deben su alta eficiencia digestiva a la enorme area
superficial intestinal, para los procesos digestivos y de asimilacion, producto de un
intestino sumamente elongado. La figura 5, muestra un comparativo sintético del
disefio anatomico intestinal de peces con tendencia a la herbivoria, con otros peces
teleGsteos, en funcion de su proceso digestivo y por ende, de sus habitos
alimentarios, segun Smith (1980).
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Figura 5. Disefio anatémico del intestino de los diferentes procesos digestivos en peces teledsteos,
(tomado de Smith, 1980).

No obstante, en peces sin estdmago y por tanto con mecanismos de digestion
estomacal ausente, es necesario recurrir en parte, a la digestion intracelular que
comunmente tiene lugar en estadios de la ontogenia inicial de peces teledsteos
(hasta que ocurre la formacion de las glandulas gastricas, indicadores de la

diferenciacion desarrollada de un estomago funcional).

1.3.2. Ontogenia de transicion

Durante el periodo embrionario, el vitelo en peces de ontogenia de transicion es muy
abundante y denso, lo que da las condiciones para el paso al periodo juvenil en un
lapso de tiempo relativamente corto (al menos en comparacion con los peces de
ontogenia indirecta, de periodo larvario mas largo). Las especies mas
representativas de este grupo son los peces de la familia Salmonidae, quienes
producen grandes huevos demersales y alevines bien desarrollados (Pavlov y
Moksness, 1994).
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Los huevos de los salmoénidos muestran que a las 6 h después de la fertilizacidon
tienen pequenos blastodiscos, estrechos espacios perivitelinos, mientras que los
glébulos de lipidos se situan alrededor del polo animal y se conectan a la region
citoplasmatica, en tanto que el embrion y la gota de aceite se encuentran dispuestos

en la parte superior del vitelo (Pavlov & Moksness, 1994).

Uno de los indicadores mas emblematicos en peces de este grupo, es la presencia
de pepsina y tripsina, en la eclosion de Onco gairdneri (Dabrowsky, 1982).
Rungruangsak-Torrissen et al. (2006) estudiaron la expresion de tripsina y
quimiotripsina y su efecto en el crecimiento de Salmo salar, determinando que la
primera ve afectada su actividad cuando se promueve el crecimiento por factores
externos (temperatura y composicion de la dieta) e internos (fase de vida); mientras
que la actividad de la segunda aumenta en condiciones de limitacion del alimento
(ayuno). Por consiguiente, la actividad enzimatica, al menos en los salmonidos, es un

indicador de la manera en que interactuan factores internos y externos de cultivo.

Paralelamente, técnicas histolégicas e histoquimicas han revelado escasa
acumulacion de cuerpos de inclusion proteinicos a nivel de las células epiteliares del
intestino medio larvario, haciendo de la digestion intracelular, menos importante en
peces de ontogenia digestiva de transicion, pues ya disponen de un estomago
funcional, antes de la absorcion del saco vitelino y al instante de la primera
alimentacion exogena, cuya funcion no sera muy diferente del estomago del pez
adulto (Govoni, 1986). Por lo tanto, el alevin (periodo exclusivo de peces de
ontogenia de transicion) presenta la mayor parte de las caracteristicas de un juvenil,
poco después de la eclosion (pues también eclosiona como embrion libre), que lo
hace un vestigio de larva muy desarrollada. Lo anterior ofrece ventajas al alevin,
puesto que en este estado de escala ontogénica, presenta un tracto digestivo

estructural y funcionalmente avanzado.
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A este respecto, en el salmén Hucho taimen, Guan et al. (2010), estudiaron los
cambios morfolégicos del sistema digestivo durante el desarrollo postembrionario.
Los mencionados autores hallaron que a los 30 después de la fertilizacion (ddf), las
aletas y branquias estan completamente formadas y tiene lugar la apertura de la
boca, mientras que presenta un gran saco vitelino y el tracto digestivo es un tubo
recto. Se encuentra que a los 60 ddf, el alevin consume la totalidad del saco vitelino
y ya se encuentran presentes una gran cantidad de glandulas gastricas distribuidas
en un estomago tipo “U”, los ciegos pildricos en la porcion pildrica de un estomago
dividido en la porcién antes mencionada y otra porcién cardiaca. Tales cambios
morfofuncionales, se consideran indicadores clave de la completa diferenciacion del
sistema digestivo, en peces de ontogenia de transicion.

1.3.3. Ontogenia directa

El desarrollo embrionario para este grupo, sigue la misma pauta general para los
peces teledsteos, aunque hay diferencias notables. Se ha demostrado que
Anarhichas lupus presenta fertilizacién tipo interna (Pavlov, 1993) En algunas
especies como Xenomelaniris brasiliensis, (un aterinido de aguas salobres, cuyo
periodo embrionario dura 143 h aproximadamente, instante en que ocurre la
eclosion), los ojos pueden estar bien pigmentados y se observaron los primeros
esbozos de las aletas pectorales, aun antes de que la eclosion tenga lugar (del Rio et
al., 2005), indicadores tipicos de los peces de ontogenia directa; mientras que las
larvas de la mayoria de los peces marinos, no poseen la capacidad de alimentarse
inmediatamente después de su eclosion, sino que dependen del saco vitelino (poco
denso) hasta que sus ojos y boca son funcionales. Por otra parte, al momento de la
eclosion de A. lupus es un eleuteroembridon con las caracteristicas de un juvenil
prematuro, que lo hace adaptarse inmediatamente al medio pelagico (Pavlov, 1994).
Al comienzo de la primera alimentacion exdgena, A lupus se caracteriza por tener un
alto grado morfologico, especialmente el sistema digestivo (Pavlov, 1994). Estas
modificaciones rapidas, proporcionan mayor probabilidad de supervivencia, pues

hacen a estos peces mucho menos vulnerables en su ontogenia inicial.
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1.4. Estudios de digestibilidad in vitro

Las altas mortalidades que se presentan en el periodo larvario de los peces nativos,
se deben en parte, al desconocimiento de la capacidad digestiva del pez para digerir
los ingredientes presentes en la dieta. Inclusive, a nivel juvenil es frecuente observar
crecimiento y sobrevivencia bajos, si la calidad del alimento, no es acorde con la
fisiologia digestiva del pez. A este respecto, los estudios sobre secreciones
digestivas en peces, pueden elucidar aspectos sobre su fisiologia nutritiva, ademas
de que ayudan a resolver problemas nutricionales, tales como la composicién de una
dieta artificial, en funciéon de las capacidades nutricionales del pez (Furné et al.,
2005). La comprension del funcionamiento de las enzimas digestivas permite explicar
la digestibilidad de nutrientes (Glass et al., 1989; Kolkovski, 2001). De un grupo de
fuentes proteinicas, es posible determinar que ingredientes son susceptibles de
formar parte de una dieta adecuada, por medio de métodos como el pH Stat, que

evalta su digestibilidad in vitro (Alvarez-Gonzalez, 2003).

Con lo que respecta a los aspectos de digestibilidad in vitro los trabajos se enfocaron
en el camardn blanco Litopenaeus vannamei, como el desarrollado por Nolasco et al.
(2006) aunque recientemente se ha estudiado la digestibilidad in vitro de peces
marinos (Alvarez-Gonzalez, 2006) y de agua dulce (Fenerci & Sener, 2005; Frias-
Quintana et al., 2010).

Sin embargo, no existe informacion relevante con lo que respecta a la caracterizacion
de enzimas digestivas ni de digestibilidad in vitro de ingredientes proteinicos en
Cichlasoma urophthalmus, que permitan dilucidar rasgos de su maquinaria
enzimatica, en sus periodos larvario y juvenil. La presente investigacién tuvo como
objeto efectuar la caracterizacion de enzimas digestivas, en larvas y juveniles
(estomago e intestino) de C. urophthalmus. Los estudios de caracterizacion y
digestibilidad en esta especie, contribuiran a sentar las bases técnicas y cientificas
para el disefio de dietas inertes, en funcion de su capacidad y fisiologia digestiva.
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2. ANTECEDENTES

La finalidad de estudios acerca del desarrollo morfofuncional de los peces, durante
su ontogenia inicial, que de algun modo han revolucionado la arista desde donde se
observan los procesos de ingestion, asimilacion y digestion del alimento, suele ser el
profundizar en el conocimiento de los acontecimientos morfolégicos mas relevantes a
lo largo de este periodo critico, a la par de los acontecimientos funcionales (puesto
que la evidencia de laboratorio y de campo ha demostrado mas de una vez que,

morfologia y funcidn, no son eventos de naturaleza mutuamente excluyente).

Muchas investigaciones han sido conducidas en las ultimas dos décadas para
estudiar la habilidad digestiva y requerimientos nutricionales de larvas y juveniles de
peces (Cahu & Zambonino Infante, 2001). Existe documentacién diversa, respecto al
estudio de enzimas digestivas en peces marinos, como D. labrax, Pagrus major,
Sardinops sagax caerulea, Thunnus orientalis y Paralabrax maculatofasciatus
(Lindner et al., 1995; lijima et al., 1998; Castillo-Yanez et al., 2005; Matus de la Parra
et al., 2007 y Alvarez-Gonzélez et al., 2008).

Cada vez son mas relevantes los trabajos de fisiologia digestiva en peces de agua
dulce como en trucha arco iris O. mykiss, el pejelagarto A. tropicus, la carpa
herbivora C. idellus y tilapia O. niloticus (Furné et al., 2005; Zhong-Yi et al., 2008,
Guerrero-Zarate, 2010). Los indicadores morfohistoquimicos, bioquimicos vy
moleculares, se abordan siguiendo la ontogenia digestiva del modelo de Balon
(2002), acotando también en funcion de los habitos alimentarios de la especie y a los
trabajos hasta ahora realizados en cada caso.
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2.1. Desarrollo morfofuncional en peces de ontogenia indirecta

2.1.1. Peces eurifagos carnivoros

Para el caso de este grupo de peces, la organogénesis, las caracteristicas de
desarrollo del tracto digestivo y la ontogenia de las enzimas digestivas han sido bien
documentadas en varias especies, tales como D. labrax (Zambonino Infante & Cahu,
1994), P. californicus (Ribeiro et al., 1999), Sciaenops ocellatus (Buchet et al, 2000),
Paralichthys olivaceus (Kurokawa & Suzuki, 1996) y O. mykiis (Hoehne-Reitan &
Kjoersvik., 2001).

Desde el punto de vista morfolégico y cuando ocurre la eclosion, la boca y ano estan
cerrados en algunas especies (Engen, 1968; Tanaka, 1969; Fukusho, 1972; Govoni,
1980). Esta y otras mas caracteristicas fueron observadas por Gisbert et al. (2004)
en el lenguado P. californicus, ademas de que el tubo recto fue cerrado (bucofaringe
y ano no diferenciados). Los autores referidos, indican que granulos de zimdégeno
acidofilicos (precursoras de enzimas pancreaticas), fueron detectadas en el pancreas
exécrino al 1 dde, antes del inicio de la alimentacion exdgena, y su numero se
incrementa con el comienzo de la alimentacién exégena en P. californicus. Por otro
lado, los trabajos de Ribeiro et al. (1999) y Zambonino-Infante & Cahu (2001),
resaltan la importancia de las secreciones pancreaticas para el desarrollo larvario,

durante el periodo agastrico.

Trevifio et al. (2011) determinaron el desarrollo morfolégico e histoldgico de larvas de
Petenia splendida y encontraron la aparicién de higado y pancreas a la eclosion (con
granulos de zimégeno a los 2 dde); asi como una rapida aparicion de glandulas
gastricas y por consiguiente, una rapida diferenciacion del estbmago, con relacién a
los peces marinos de importancia comercial. En un estudio para observar el
comportamiento de las enzimas pancreaticas de Dicentrarchus labrax, Alliot et al.
(1977) detectaron tripsina y quimiotripsina por técnicas bioquimicas, inmediatamente
después de la eclosion.
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Garcia-Gasca et al. (2006) hallaron expresion génica de tripsina en huevos (75 horas
después de la fertilizacién, ddf) de Sphoeroides annulatus, utilizando técnicas
moleculares, reportando también un sensible decremento de la intensidad de las
bandas en el zimograma de tripsinogeno mRNA, a partir de los 28 dde, en S.
annulatus, coincidiendo con el cambio de dieta de nauplios de Artemia a microdieta

formulada.

No obstante, este cambio de alimentacidn de Artemia a alimentos inertes, han sido
observados mas prematuramente (13 dde), en otras especies eurifagas carnivoras
como P. californicus (Alvarez-Gonzalez et al., 2006) y S. ocellatus (Lazo et al., 2007),
siendo factor determinante la especie, en los tiempos de maduracion digestiva.

Péres et al. (1998) probaron dos dietas isoproteicas y dos dietas isocal6ricas para
ver su efecto sobre la expresibn molecular y actividad enzimatica de tripsina y
amilasa, en D. labrax. La expresion molecular y la actividad de tripsina, guardd
relacidon con la proteina de la dieta, no asi la expresion molecular de amilasa, aunque
su actividad fue independiente a cualquier composicion de la dieta, sugiriéndose una
tendencia al decremento, debido a su programacion genéticamente.

Natalia et al. (2004) realizaron la caracterizacion de enzimas digestivas de juveniles
de Scleropages formosus, revelando que pese a sus habitos eurifagos carnivoros,
puede asimilar una amplia gama de nutrientes. Lundstedt et al., (2004) manejaron
niveles entre 20 y 50% de proteina cruda en la dieta para encontrar su relacion con la
actividad enzimatica en juveniles de Pseudoplatystoma corruscans, observando un

metabolismo intermedio en el pez.

Alvarez-Gonzélez et al. (2008) estudiaron el desarrollo de las enzimas digestivas
durante la ontogenia inicial (embrion, larva y juvenil) de P. maculatofasciatus,
revelando que la actividad enzimatica de proteasas, lipasas, amilasas y fosfatasas
fue acorde con el desarrollo morfofisiologico de las larvas, principalmente durante los
cambios de alimento vivo (rotiferos a la Artemia).
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Gisbert et al. (2009) abordaron la ontogenia enzimatica inicial del pez marino Dentex
dentex. Las enzimas estudiadas fueron pancreaticas (tripsina, quimiotripsina, lipasas
y amilasas), intestinales (aminopeptidasa, leucina-alanin, peptidasa, fosfatasa
alcalina y maltasa) y gastricas (pepsina). Se encontré que la actividad de las serin
proteasas fue esencial para el desdoblamiento de proteinas del saco vitelino,
decreciendo con el tiempo. Los autores determinaron un decremento sustancial de la
actividad de lipasas después del cambio del alimento vivo al alimento inerte,
probablemente debido al cambio de dieta y en los requerimientos nutricionales de la

especie.

2.1.2. Peces eurifagos omnivoros con tendencia carnivora

A la fecha, existen pocos estudios sobre la dinamica ontogénica que han sido
llevados a cabo en este grupo de peces. Martinez-Palacios & Ross (1994),
abordaron aspectos diversos de cultivo de C. urophthalmus, tales como su biologia,
ecologia, reproduccion, nutricion y sanidad acuicola. En su trabajo del desarrollo de
enzimas digestivas en la ontogenia inicial de C. urophthalmus, Lopez-Ramirez et al.
(2010) revelaron que ftripsina y quimiotripsina muestran actividad antes de la
eclosion. Esto también ha sido resaltado en el ciprinido Labeo rohita ya que a los 4
dde muestra actividad de enzimas como amilasa, proteasa, lipasa y fosfatasa
alcalina (Mitra et al., 2008).

La presencia de las enzimas digestivas importantes, han sido mostradas al momento
de la apertura de la boca ha sido demostrada en los trabajos de Gawlicka et al.
(1995); Moyano et al. (1996); Martinez et al. (1999); Tengjaroenkul et al. (2000) y
Cara et al. (2003). La apertura de la boca, y por consiguiente, el comienzo de la
alimentacion exogena, determina la diferenciacion regional del intestino en muchas
especies de teledsteos (Stroband & Kroon, 1981; Boulhic & Gabaudan, 1992;
Sarasquete et al., 1995; Gisbert et al., 2004).
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Siguiendo con C. urophthalmus las larvas observan fuerte actividad de varias
enzimas (a los 13 dde), en el que han sido reportados también para especies como
P. californicus (Alvarez-Gonzélez et al., 2006). Los resultados de caracterizacion
bioquimica, en larvas de C. urophthalmus indican que es justamente a los 13 dde, el
mejor momento para sustituir el alimento vivo por alimento artificial, ya que coincide
con un aumento visible de enzimas como tripsina, quimiotripsina, aminopeptidasa,
carboxipeptidasa y fosfatasas acida y alcalina (Lopez-Ramirez et al., 2010). La
tripsina ha sido reportada como la mayor responsable de la protedlisis alcalina en
larvas de P. maculofasciatus (Alvarez-Gonzalez et al., 2008), en tanto que para C.
urophthalmus muestran que la actividad proteolitica, es representada por la
quimiotripsina. Esto explica el por qué la quimiotripsina ha sido reportada como parte
importante de la maquinaria enzimatica de peces eurifagos omnivoros con
tendencias carnivora y herbivora, mas que la tripsina que ha sido detectada en peces
eurifagos carnivoros (Jonas et al., 1983). Furné et al. (2005) realizaron un estudio
comparativo, al evaluar la actividad de proteasas, amilasas y lipasas del esturién
Acipenser naccarii y trucha arco iris Oncorhynchus mykiss, encontrando que el
primero mostré caracteristicas de un pez eurifago omnivoro con tendencia carnivora,

por su predisposicion a digerir amilasas y en menor grado las proteasas y lipasas.
2.1.3. Peces eurifagos omnivoros con tendencia herbivora

La actividad de tripsina en adultos es significativa en el intestino anterior y medio, no
asi en el posterior, donde la actividad de las enzimas practicamente desaparece
(Hofer et al., 1982); en larvas sin embargo, la hidrélisis continia en el intestino
posterior (Hofer, 1991). A este respecto, Guo-Liang et al. (2010) estudiaron la
expresion molecular de tripsindgeno, asi como la actividad especifica de tripsina, a lo
largo de la ontogenia de C. idellus, encontrandose una importante actividad de
tripsina en larvas. Liu et al. (2008) demostraron la presencia de catepsina D,
principalmente involucrada en la digestion intracelular proteica de C. idellus. Zhong-
Yi et al. (2008) aislaron una enzima proteolitica a partir de intestino de C. idellus con
el fin de efectuar pruebas de inhibicion y obtener el pH y temperatura 6ptimas de la
catepsina D.
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2.2. Desarrollo morfofuncional en peces de ontogenia de transicién

El trabajo de Dahl et al. (2006) presenta un estudio comparativo de las
caracteristicas morfolégicas de la progenie de Salmo trutta, obtenida a partir del
medio silvestre, laboratorio, asi como de hibridos obtenidos a partir de reproductores
de ambos lotes, encontrando diferencias minimas de crecimiento, en las progenies.
Con lo que respecta al estudio ontogénico en salménidos esta el trabajo de Gorodilov
(1996) quién hace una descripcion de la ontogenia inicial de Salmo salar, para el que
establece un modelo matematico con el fin de identificar los estados de
embriogénesis, tomando como unidad minima la formacion de un par de somitos,

sugiriendo tal modelo para otras especies.

2.3. Desarrollo morfofuncional en peces de ontogenia directa

Son pocos los estudios de desarrollo digestivo en especies que obedecen al tipo de
ontogenia directa (y mas las susceptibles de cultivo). En su trabajo Pavlov &
Moksness (1994), disefiaron un bosquejo comparativo entre S. salar y A. lupus, en la
ontogenia inicial de ambas especies, haciendo énfasis en el periodo embrionario.
Savoie et al. (2006) probaron tres niveles de concentrado de proteina prehidrolizada
en la dieta (0, 10 y 20%), para determinar su efecto en el crecimiento y supervivencia
de Anarhichas minor, sugiriendo elevar el concentrado hidrolizado proteinico, para
estimular la sintesis enzimatica, y con ello el crecimiento y la supervivencia, en

individuos recién eclosionados.
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2.4. Digestibilidad in vitro de ingredientes proteinicos en peces

Alvarez-Gonzalez (2003) probé harinas de langostilla, sardina, sangre de res e
hidrolizado de pescado como fuentes proteinicas en juveniles de cabrilla arenera P.
maculatofasciatus, para medir su digestibilidad in vitro, con fines de disefio de dietas
inertes; siendo la harina de sangre de res la que mejor grado de hidrdlisis (GH)
obtuvo. Fenerci & Sener (2005) exploraron la digestibilidad in vitro e in vivo, de cuatro
alimentos comerciales en funcion de sus procesos de fabricacion, para trucha arco
iris Oncorhynchus mykiss, resultando con mayor GH los alimentos extruidos, que los

presurizados.

Muchos estudios de digestibilidad de ingredientes se han centrado al empleo de
marcadores como el 6xido cromico para estimar digestibilidad, aunque el empleo de
marcadores no digeribles para determinar la digestibilidad in vivo, conlleva algunos
problemas y solamente nos da una medida indirecta de la digestibilidad, lo cual
resulta complicado debido al lento crecimiento de las especies, la dificultad de
recolectar las heces en el medio acuatico y la influencia de los niveles de inclusion de
éstos sobre el aprovechamiento de algunos combustibles (March et al., 1985; Shiau y
Liang, 1995).
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3. JUSTIFICACION

Hoy en dia, los altos costos por concepto de alimento vivo, han mermado seriamente
la actividad piscicola en el Sureste de México. No obstante que especies nativas
como C. urophthalmus son proclives a aceptar alimentos inertes comerciales,
resultan sumamente costosos, por su baja oferta y cada vez mayor demanda. Por
otro lado, poco se sabe acerca de si la calidad de estos alimentos comerciales (para
trucha o tilapia), es acorde con la capacidad y fisiologia de esta especie.

Paralelamente, se desconoce el desarrollo morfofuncional durante la ontogenia inicial
de C. urophthalmus. Adicionalmente, poco conocimiento se tiene en lo que concierne

a las enzimas digestivas y su actividad en periodo juvenil.

Por otro lado, es necesario considerar que existen diversas fuentes proteinicas no
convencionales, de origen animal y vegetal en la regidn Sureste de México, que son
abundantes, muchas de ellas la mayor parte del afio y de mucho menor coste que la
harina de pescado, materia prima cuyos altos costos suelen encarecer los alimentos
comerciales para peces. Tales fuentes proteinicas no convencionales, pudieran
significar un notorio aporte proteinico para C. urophthalmus y otras especies con

potencial de cultivo.

Con base a un conocimiento mas amplio de los elementos antes mencionados, se
pudiera disponer de mayor informacidn, que permita contribuir de manera integra, a
sentar mas bases técnicas y cientificas, con miras al disefio de alimentos inertes,
acordes con la capacidad y fisiologia digestiva de C. urophthalmus y potenciar su

cultivo en la region Sureste de México.
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4. OBJETIVO GENERAL

Elucidar la fisiologia digestiva durante la ontogenia inicial de la mojarra castarrica
Cichlasoma urophthalmus.
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5. DESARROLLO MORFOFUNCIONAL DEL TRACTO DIGESTIVO DE

Cichlasoma urophthalmus (l)
5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los cambios morfofuncionales e histolégicos generales del tracto
digestivo, durante la ontogenia inicial de C. urophthalmus, (0 a los 30 dde).
Determinar la naturaleza de las células mucosas del tracto digestivo, durante

la ontogenia inicial de C. urophthalmus (0 a los 30 dde).
5.2. MATERIAL Y METODOS
5.2.1. Confinamiento de larvas

Las larvas de C. urophthalmus fueron obtenidas a partir del lote de reproductores,
mantenidos en las instalaciones del Laboratorio de Acuacultura Tropical de la
Division Académica de Ciencias Bioldgicas (DACBIOL) en la Universidad Juarez
Autonoma de Tabasco (UJAT), Tabasco, México; para lo cual, los peces se
mantuvieron en tinas de plastico circulares de 1.7 m® de capacidad, dentro de un

sistema de recirculacidon abierto

Las larvas fueron confinadas en un sistema de recirculacion abierto, con tanques de
200 L. Los parametros de la calidad del agua (temperatura, oxigeno disuelto y pH)
fueron medidos diariamente con un termometro (Brannan USA), un oximetro (YSI 55,
California USA) y un potenciometro (Denver Instrument UB-10, Denver, Colorado,
USA), manteniéndose en 28.7 + 0.6°C, 573 + 0.38 mg L' y 7.31 + 0.14,

respectivamente.
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5.2.2. Régimen alimentario y muestreo

Las larvas fueron alimentadas con nauplios de Artemia no enriquecidos (INVE
Aquaculture Nutrition, Bélgica) tres veces por dia a saciedad, a partir de los 6 dias
después de la eclosion (dde) a los 15 dde. De esta edad en adelante, las larvas
fueron alimentadas, con un alimento artificial para trucha Silver Cup® (45% de
proteina, 12% de lipidos, Nelson and Sons Inc., USA), hasta el dia 30 dde. La racion
de alimentacion fue el 10% de la biomasa dia™, y el tamafio de particula fue ajustado
segun la talla de los organismos (125-250 ym desde 15 a los 25 dde, y 250-500 pym
desde 25 a los 30 dde).

Los individuos fueron muestreados a los dias 1, 3 (embriones libres), 6, 8, 12, 15, 18,
21, 24, 27 y 30 dde (larvas) para las pruebas histologicas; de los cuales, doce
individuos (por dia) fueron sacrificados con MS-222 y divididas en dos partes para
fijado: 6 individuos en liquido de Bouin y otros tantos en formalina al 4%. Los
eleuteroembriones y larvas fueron procesadas con cuatro lavados con agua de la
llave, y otros dos con etanol (30 y 40%) para finalmente ser conservadas en alcohol
al 50%, hasta los estudios histolégicos e histoquimicos.
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5.2.3. Estudios histologicos e histoquimicos

Previo a los estudios histologicos, los eleuteroembriones vy larvas fueron
fotografiadas con un microscopio equipado con camara fotografica (Analysis™ Soft
Imaging Systems GmbH, Mulnster, Alemania). Las imagenes fueron utilizadas para
las medidas morfométricas (longitud estandar, altura y saco vitelino). El volumen del
saco vitelino fue estimado con la formula propuesta por Heming & Buddington (1988),
V = (1/6)ab?, donde V (mm?®) = volumen del saco, a y b longitud maxima y minima

(mm), respectivamente.

Los 12 individuos muestreados fueron deshidratados con series crecientes de alcohol
(50, 75 y 100%) y embebidas en parafina, con el procesador automatico de tejidos
Histolab ZX-60 Myr (Especialidades Médicas MYR SL, Tarragona, Espafia). Los
bloques de parafina fueron elaborados en un dispensador de parafina AP280-2 Myr y
cortados en secciones sagitales de 3 um de grosor, con un micrétomo automatico
Microm HM (Leica Microsystems Nussioch GmbH, Alemania). Los cortes fueron

mantenidos a 40 °C, toda la noche.

Posteriormente, las muestras fueron desparafinadas en series crecientes de xileno y
tefiidas segun Trevifio et al. (2011), con hematoxilina-eosina (H&E), para las
observaciones morfolégicas generales del tracto digestivo de larvas. La tincion
histoquimica a base de acido peryddico, Reactivo de Schiff (PAS) y Alcian Blue (AB)
a pH 0.5, 1.0 y 2.5 fueron realizados para la deteccidon de compuestos neutros,
carboxilicos y sulfatados (respectivamente), en células mucosas del tracto digestivo
(Pearse, 1985). Finalmente, las preparaciones histologicas de larvas fueron
observadas en un microscopio, Leica DMLB, equipado con una camara digital
Olympus DP70 (Leica Microsystems Nussioch GmbH, Alemania).
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Figura 6. Tren de tincién H&E.

Figura 7. Preparaciones histoldgicas.

29



5.3. RESULTADOS

En la figura 8, es posible visualizar el crecimiento en longitud estandar, de embriones
libres y larvas de C. urophthalmus hasta los 30 dias de estudio. Se puede observar
un crecimiento tipo potencial, segun la ecuacién SL (mm) = 2.08Ln(T) + 0.58 (R? =
0.99, p < 0.05), donde SL = Longitud estandar (mm) y T = Edad (dias).
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Figura 8. Crecimiento en longitud estandar, y disminucién del volumen del saco vitelino,
durante la ontogenia inicial de Cichlasoma urophthalmus.
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En las figuras (9-45), se ilustran los cambios morfolégicos e histolégicos relevantes,
durante la ontogenia inicial de C. urophthalmus. A la eclosion, el sistema digestivo de
C. urophthalmus es un tubo recto, situado dorsalmente sobre el saco vitelino.
Cumuloss de células basofilicas situadas anterior y ventralmente a la region
cardiaca, dieron origen a las glandulas digestivas accesorias, higado y pancreas
exocrino. A esta edad, la boca y poro anal permanecieron aun cerrados y abrieron al
exterior a los 2 dde, cuando los embriones libres midieron 2.64 + 0.2 mm (longitud
estandar, LP). Las observaciones histolégicas revelaron que las larvas comenzaron
la alimentacién exdgena entre los 5 y 6 dde (3.98 + 0.12 mm LP). Durante este
periodo, el sistema digestivo de C. urophthalmus experimenté una transformacion
notable, con el casi completo desarrollo y diferenciacion de todos los d6rganos
digestivos, con la excepcidon del estdmago gastrico, que completa su diferenciacion
entre los 11 y 14 dde, (5.75 y 6.35 mm LP). Desde entonces y hasta el final del
estudio (30 dde), la mayoria de los cambios morfolégicos del sistema digestivo,
fueron asociados a cambios en la complejidad y tamafo de 6rganos, conforme el

crecimiento de las larvas tuvo lugar.

5.3.1. Saco vitelino

A la eclosion, el saco vitelino ocupo la mayor parte de la cavidad abdominal (figura
9), con un volumen promedio de 1.08 + 0.05 mm> no obstante, tal volumen fue
reducido en 59.3% (0.44 + 0.07 mm®) después de 3 dde (3.14 + 0.01 mm LP) y
81.2% a los 5 dde (3.91 £+ 0.13 mm LP). El consumo del saco vitelino estuvo
correlacionado con la edad larvaria y descrita por la ecuacién YSV =-0.18 (T) + 0.18
(R? = 0.98, p < 0.01), donde YSV = volumen del saco vitelino (mm®) y T = edad
(dias). Macroscopicamente, el saco no fue mas visible a los 6 dde sin embargo,
remanentes de saco vitelino fueron microscépicamente visibles junto al tejido
hepatico (figura 10), el cual roded los remanentes a los 16 dde (6.61 + 0.4 mm LP).
Microscopicamente, el saco vitelino estuvo rodeado por un epitelio sincitial, el cual
consistié en cumulos eosinofilicos de acumulacidon de proteina (yolk platelets, figura
9).
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2h0pm Saco vitelino

Figura 9. Saco vitelino de émbrién libre, 3 dde, PAS 2.5.

Figura 10. Saco vitelino de larva, 14 dde, H&E.
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5.3.2. Bucofaringe

A la eclosion, la cavidad bucofaringea fue corta y con escasas células mucosas.
Estas células secretoras se tifieron de azul y purpura con PAS y AB pH 2.5, 1.0y
0.5, indicando la presencia de una combinacion de mucinas neutras y acidicas
(carboxiladas y sulfatadas). A los 3 dde (3.14 + 0.11 mm LP) comienza la aparicion
de los primeros dientes caninos (figura 12) hacia el lumen bucofaringeo. Se
observaron ionocitos distribuidos en la parte anterior de la cavidad oral (figura 11),
mientras los primeros corpusculos gustativos (figura 13), estuvieron presentes en la
region posterior de la bucofaringe. A los 7 dde (4.45 + 0.23 mm LP), surgen las
primeras papilas bucofaringeas. El numero de células mucosas, dientes caninos y

papilas bucofaringeas se incrementan conforme tiene lugar el desarrollo larvario.

Figura 11. Bucofaringe de embrién libre: lonocitos 3 dde, H&E.
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Figura 13. Bucofaringe de embridn libre: células mucosas 3 dde, PAS 2.5.
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Figura 14. Bucofaringe de juvenil: papila bucofaringea 19 dde, PAS 2.5.

Corpusculo
gustativo

Célula
mucosa

S\

- -f.‘-.' .. . =2

Figura 15. Bucofaringe de juvenil: corpusculo gustativo 24 dde, H&E.
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5.3.3. Eséfago

Entre el 1 y los 2 dde, el es6fago comienza a diferenciarse como un ducto corto
cubierto por epitelio cubico con células mucosas (18 £ 4 células in 100 um de
epitelio), conectado por la cavidad faringea con el intestino anterior (figura 17). Los
estudios histoquimicos revelaron que la mayoria de las células mucosas fueron
tefiidas en magenta (PAS positivo), mientras pocas fueron tefiidas en azul palido (AB
pH 0.5, 1.0, 2.5), lo cual indica que contienen glicoproteinas neutras y acidicas
(carboxiladas y sulfatadas), respectivamente (figura 17). Entre los 3 y 4 dde, el
esofago crece en longitud y dos capas de tejido muscular circular fibroso fueron
claramente distinguibles formando parte de la mucosa esofageal, asi como una
pequefia capa de tejido conectivo rodeandolas. A esta edad, la mayor parte de las
células mucosas en eséfago producen una mezcla de glicoproteinas neutrales (PAS
positivo) y acidicas (AB pH 0.5, 1,0 y 2.5). A los 24 dde, todo el epitelio esofageal
estuvo cubierto por células mucosas (21.3 £ 2.5 células en 100 uym de tejido
esofageal) (figura 20). En etapas posteriores de desarrollo, el eséfago no sufre

cambios mayores.

Eséfago incipiente
Saco vitelino & P

500 pm

Figura 16. Esdéfago incipiente de embrién libre, 2 dde, H&E.
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Figura 17. Eséfago de embrion libre: células mucosas 3 dde, PAS 2.5.
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Figura 18. Esdéfago larvario: células mucosas 5 dde, PAS 2.5.
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5.3.4. Estobmago

Entre los 3 y 4 dde el estbmago cardiaco comienza a formarse, como producto de
una dilatacion entre el eséfago y el intestino medio (figura 21). Esta area fue cubierta
por epitelio columnar seudoestratificado, carente de células mucosas y los
distinguibles incipientes pliegues mucosales. La constriccion que separa el estomago
del intestino visible a los 4 dde comprendera el futuro esfinter pilérico. A los 7 dde
(4.86 = 0.09 mm LP), los primeros cumulos (clusters) de células cubicas formando
las glandulas gastricas fueron observadas en la region media-posterior de un
estomago en desarrollo (figura 23), mientras que en la superficie interna en forma de
polipo se observaron los micropliegues que se tornan eosinofilos con PAS 2.5 (figura
24). A los 9 dde (4.88 + 0.14 mm LP), las primeras células mucosas secretaron
glicoconjugados neutros (PAS positivo) las cuales, fueron visibles en la mucosa
gastrica (figura 26). A los 14 dde (6.35 £ 0.17 mm LP) su numero y reactividad al
PAS positivo, incremento. A los 19 dde (7.02 £ 0.25 mm LP) es posible distinguir tres
regiones en el estbmago: estdmago cardias, estbmago fundus y estomago pilorico
(figura 28). El primero consiste en una amplia cavidad, cubierta por epitelio simple
ciliado columnar y una delgada capa de mucosa y otra capa de tejido muscular liso.
El segundo ocupd la mayoria del estbtmago y estuvo cubierto por epitelio ciliado
columnar simple, con células mucosas y glandulas gastricas alargadas. La region
pilérica del estobmago fue corta y cubierta por epitelio columnar, desprovista de
glandulas gastricas. Los rasgos histologicos del estbmago no experimentaron
cambios remarcables hasta el final del estudio, con la excepcion del crecimiento en

tamano y cantidad de glandulas gastricas.
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Figura 21. Estdmago primordio de larva, 4 dde, H&E.

Figura 22. Estdmago larvario, 6 dde, H&E.
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Figura 23. Estdmago larvario: origen de glandulas gastricas 7 dde, H&E.
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Figura 24. Estomago larvario: mlcropllegues 7 dde, PAS 2.5.
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Figura 25. Estdmago larvario: glandulas gastricas 9 dde, H&E.

Figura 26. Estémago larvario: mucopolisacaridos 9 dde, PAS 1.0.
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Figura 28. Estémago diferenciado de juvenil: regionalizacion 19 dde, H&E.
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Figura 30. Estdmago de juvenil: mucopolisacaridos 24 dde, PAS 2.5.
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5.3.5. Intestino

A la eclosion, el intestino fue un tubo recto por tejido columnar con micropliegues y
desprovisto de células mucosas. A los 2 dde, la mucosa intestinal comenzé a formar
incipientes pliegues (figura 31) y las primeras células mucosas aparecieron entre los
enterocitos del epitelio intestinal. A esta edad, cuerpos de inclusién supranucleares
eosinofilicos (PAS positivo) fueron detectados en enterocitos del intestino anterior
(figura 32).

A los 3 dde, estas células fueron tefiidas de magenta (PAS positivo), mientras
algunas otras en azul palido (AB, pH 0.5, 1.0, 2.5 positivo), indicando diferentes
contenidos de glicoproteinas neutrales y acidicas (carboxiladas y sulfatadas),
respectivamente (figura 33). Paralelamente, microvellosidades intestinales se
observaron eosinofilicos (PAS 2.5, figura 33). A esta edad, la region posterior del
intestino comenzd a diferenciarse en el recto, carente de pliegues y con escasas

células mucosales (figura 34).

A los 4 dde (3.94 £ 0.03 mm LP), el intestino experimentd una curvatura y la valvula
intestinal separando la region anterior de la posterior (figura 35). Ambas regiones
fueron cubiertas con epitelio columnar simple con nucleos basales, un citoplasma

ligeramente basofilico y prominentes micropliegues eosinofilos.

Entre el 5 y 6 dde, coincidiendo con el inicio de la primera alimentacion exogena, las
primeras vacuolas lipidicas estuvieron presentes dentro de los enterocitos en ambas
regiones del intestino. Las células mucosas fueron tefidas en purpura, indicando que
su contenido fue una mezcla de glicoproteinas neutrales (PAS positivo) y acidicas
(AB pH 0.5, 1.0 y 2.5 positivo), mientras unas pocas contenian glicoproteinas

neutrales o acidicas.
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Entre los 6 y 8 dde (4.52 + 0.14 mm LP) varias diferencias morfoldgicas fueron
visibles entre el intestino anterior y posterior, particularmente en la cantidad de
vacuolas lipidicas (mas abundantes en el primero que en el segundo), indicando que
el intestino anterior fue el sitio primario de absorcién de lipidos en intestino. Por otro
lado, los pliegues intestinales fueron mas altos y abundantes en intestino posterior
que en intestino anterior (12.3 £ 1.9 vs. 2.7 £ 0.4 células en 100 um de epitelio). Los
pliegues del intestino incrementaron considerablemente entre los 11 y 14 dde,
coincidiendo con el desarrollo de las glandulas gastricas en el estomago. A los 12
dde se apreciaron quistes no digeridos de Artemia a nivel del intestino posterior (PAS
positivo, figura 39).

A partir de los 11 dde, no se hallaron cambios morfoanatoémicos de significancia en la
mucosa intestinal hasta el final del estudio, con la excepcion del progresivo aumento
de la longitud del intestino y grosor de la mucosa intestinal, asi como en el
incremento en tamafio y cantidad de pliegues intestinales. De manera atipica, entre
los 21 y 24 dde (7.05 = 0.41 mm LP) se visualizaron cuerpos supranucleares
eosindfilos (PAS positivo) en intestino posterior.

Intestino

Figura 31. Intestino incipiente de embrion libre, 2 dde, H&E.
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Figura 32. Intestino incipiente de embridn libre: cuerpos de inclusion, 2 dde, H&E.

Figura 33. Intestino de embridn libre: células mucosas, 3 dde, PAS 2.5.
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Figura 35. Intestino larvario inicial: divisién 4 dde, H&E.
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Figura 36. Recto en larva: cambio de morfologia celular 6 dde, H&E.

Figura 37. Vacuolas lipidicas en juvenil, 23 dde, H&E.

49



Figura 39. Quistes de Artemia en intestino posterior larvario tardio, 12 dde, PAS 2.5.
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5.3.6. Glandulas accesorias

A la eclosioén, el higado de C. urophthalmus ya se encuentra desarrollado y aparece
como una masa lobular que cubre gran parte de la cavidad abdominal, casi hasta el
poro anal, (figura 40). El tejido hepatico consisti6 de hepatocitos poliédricos con
nucleo central, reducido citoplasma eosinéfilo y pocas y pequeias inclusiones
lipidicas (10.7 £ 1.5 ym de diametro). Los ductos biliares fueron visibles entre el 2 y
los 3 dde y estuvieron cubiertos por epitelio ciliado columnar con nucleos basales,
ocupando la mayor parte del citoplasma. A los 4 dde, los hepatocitos comienzan a
acumular gran cantidad de lipidos ya que el diametro de las vacuolas incrementé
(16.8 £ 2.2 ym). Coincidiendo con el inicio de la alimentacion exdgena, los depositos
de lipidos (figura 42) y glicogeno (PAS positivo) incrementaron progresivamente
dentro de los hepatocitos. A los 16 dde (6.61 + 0.40 mm LP), las vacuolas lipidicas
ocuparon la mayor parte del citoplasma (71.1 £ 5.3 ym), desplazando a los nucleos a
la periferia de los hepatocitos lo cual, resultdé en un decremento en el
almacenamiento de glicbgeno (PAS positivo) en el higado.
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Figura 40. Higado de embrion libre, 3 dde, H&E.
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Figura 42. Higado larvario: lipidos abundantes 7 dde, H&E.
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Figura 43. Conducto biliar en juvenil, 24 dde, PAS 2.5.

Paralelamente, el pancreas exdécrino al igual que el higado, ya se encontro
diferenciado a la eclosion. El pancreas fue organizado por células basofilicas
poliédricas, en cumulos de células acinares en forma de roseta, con granulos de
zimogeno (PAS positivo). Entre los 2 y 4 dde, estos granulos se tifieron
intensamente, lo que indica su aumento marcado dentro de las células acinares, con
implicaciones de una importante sintesis de precursores de enzimas pancreaticas
(figura 44). A los 3 dde, el pancreas enddcrino fue notoriamente visible. Las células
endocrinas estuvieron arregladas alrededor de pequenos capilares, conformando los
islotes de Langerhans (figura 45). El cuantitativo crecimiento después de la
diferenciacion del pancreas enddcrino y exdcrino, incluye el incremento del contenido
de los granulos de zimégeno, mientras no se observaron nuevas estructuras en

etapas posteriores de desarrollo.
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Figura 45. Pancreas exocrino y enddcrino en larva, 4 dde PAS 2.5.
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5.4. DISCUSION

En la presente investigacion, se describieron los cambios morfologicos e histoldgicos
que tuvieron lugar en el tracto digestivo de C. urophthalmus, a lo largo de su
ontogenia inicial. Tales cambios fueron comparados a su vez con los que desarrollan
otros peces, con énfasis en ciclidos de agua dulce, y desde la Optica del desarrollo
morfolégico e histolégico, son muy similares, como reportan Fishelson (1995),
Morrison et al. (2001) y Trevifio et al. (2010). No obstante, los tiempos en los que
tienen lugar estos cambios son marcadamente distintos. A este respecto, mientras C.
urophthalmus muestra un crecimiento (en longitud estandar) de tipo potencial,
muchos peces marinos (Faulk et al., 2003; Hachero-Cruzado et al., 2009) y de agua
dulce (Trevifio et al., 2010), muestran un crecimiento de tipo exponencial, respecto al
tiempo. La tasa de crecimiento no tan solo responde a los protocolos de alimentacion
empleados en uno u otro caso, sino que también a otras condiciones de cultivo, tales
como las densidades de carga, los parametros fisicos y quimicos en agua

(principalmente la temperatura), diferencias interespecificas, entre otros.

En lo que respecta al proceso de desarrollo morfofuncional, el tracto digestivo
incipiente, a la eclosién (0 dde) de C. urophthalmus, es un tubo recto cerrado y
pobremente diferenciado, que se encuentra situado dorsalmente por encima del saco
vitelino, y conforme aumenta la edad y la talla, experimenta cambios intensos
durante el periodo de alimentacion endogena. Similares caracteristicas morfologicas
han sido descritas en un gran numero de especies, sin embargo durante el desarrollo
lecitotréfico, la larva experimenta rapidos cambios que conducen a la diferenciacion
de regiones y o6rganos del sistema digestivo, aunque el desarrollo del estomago
depende de la especie (Lazo et al., 2011). A los 2 dde (2.64 + 0.2 mm LP) en C.
urophthalmus, es posible observar ya las células mucosas en esofago e intestino, lo
que proporciona a la larva facilidad para ingerir particulas alimenticias (y evitar la
abrasion de epitelios).
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Asi mismo, el higado acusa un incremento notable de la deposicion lipidica en
hepatocitos, una vez que ocurre el cambio de alimentacion endégena a exdgena. En
el pez de agua dulce Sander luciperca se demostraron cambios intensos en tracto
digestivo durante el periodo de alimentacién endogena, justo antes de la primera
alimentacion (Ostaszewska, 2005). En larvas en otro pez omnivoro, Pagellus
erythrinus, la diferenciacién del tracto digestivo tiene lugar en bucofaringe, eso6fago,
asi como un estomago presuntivo e intestino, a los 3 dde (Micale et al., 2006),

indicadores morfologicos que coincidieron con la primera alimentacion exogena.

A la par de estos cambios intensos, aunque el saco vitelino de C. urophthalmus deja
de ser macroscopicamente visible a los 6 dde (3.98 £ 0.12 mm LP), es posible
observar remanentes a los 16 dde (6.61 £ 0.40 mm in LP). Paralelamente, en esta
especie la tasa de consumo del saco vitelino, muestra una tendencia lineal, mas que
exponencial como muestra P. splendida. Sin embargo, las larvas de P. splendida
observan remanentes del saco vitelino hasta los 24 dde, pese a la aparente mayor
velocidad de consumo. Por otro lado, la presencia de reservas vitelinas alas 2 0 3
semanas después de la eclosion, puede amortiguar o facilitar el cambio de régimen
de alimentacion como deducen Lépez-Ramirez et al. (2010), lo que puede permitir a
estas especies incubadoras de sustrato, disponer de mayor plasticidad para con las

presiones medioambientales.

Los elementos histolégicos que caracterizan a C. urophthalmus (de 0 a 30 dde), van
a la par con algunos de los elementos bioquimicos encontrados por Lopez-Ramirez
et al., (2010), durante la ontogenia inicial de esta misma especie. No obstante que la
presente investigacion reveld la presencia de granulos de zimégeno (PAS positivo)
desde los 0 dde, éstos resultaron mas intensos a los 2 y 4 dde (3.94 + 03 mm LP), lo
que coincide con un valor maximo relativo de actividad de quimiotripsina, alrededor
de los 4 dde, justo antes del inicio de la alimentacion exdgena. La aparicion de la
actividad de quimiotripsina a la primera alimentacién en larvas de Solea, es reportada
por Alliot el at. (1980). La actividad de esta endoproteasa alcalina, compensa la falta
de un estdbmago funcional en los primeros dias de vida, en el periodo larvario de

peces (Kolkovsky, 2001).
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Por tanto, estos granulos de zimdégeno, observados justo antes de la primera
alimentacion exdégena de C. urophthalmus, posiblemente correspondan a
quimiotripsindgeno, mas que a tripsindbgeno, dado que de acuerdo con Loépez-
Ramirez et al. (2010), no se encontré mayor actividad de tripsina entre los 2 y 4 dde.

Paralelamente, alrededor del 3 y 4 dde y segun los mismos autores, C. urophthalmus
muestra un valor maximo relativo de actividad de L-aminopeptidasa, lo que coincide
con la presencia de una prominente membrana borde de cepillo en intestino. Aunque,
no se observaron valores maximos relativos de actividad de otras enzimas asociadas
a la membrana borde de cepillo, como fosfatasa alcalina y carboxipeptidasa A, en
tilapia del Nilo O. niloticus se ha encontrado actividad de L-aminopeptidasa y
bipeptidasa IV en eleuteroembriones recién eclosionados en esta especie tilapina
(Tengjaroenkul et al. 2002), y su presencia ha sido correlacionada con la maduracion
de los enterocitos (Cahu & Zambonino-Infante, 1995; Gawlicka et al., 1995).

Por otro lado, Lopez-Ramirez et al. (2010) sefialaron que la mayoria de las enzimas
del tracto digestivo de C. urophthalmus analizadas en su estudio (desde los O a los
60 dde), muestran una intensa actividad alrededor de los 13 dde. Entre estas
enzimas estan las proteasas acidas y alcalinas; L-aminopeptidasa, carboxipeptidasa
A, fosfatasas acida y alcalina (intestinales); y en menor medida pero no menos
importantes, quimiotripsina y tripsina (pancreaticas). Tales incrementos de actividad
enzimatica en general, van en sincronia con la completa diferenciacion del tracto
digestivo en su totalidad, hechos revelados en el presente estudio histolégico. Por
consiguiente, los estudios bioquimicos que llevan a los autores mencionados a
sugerir la posible aceptacion de alimentos inertes de larvas de C. urophthalmus a los
13 dde, es posible confirmar también, con la histologia realizada en la presente

investigacion.

La aparicion precoz de células mucosas en larvas de C. urophthalmus, es otro rasgo
morfofuncional que le confiere un alto grado de plasticidad. Las observaciones
histoldgicas permitieron visualizar que las mucosustancias y glicoproteinas tienen la

funcién de lubricar y proteger los epitelios de la abrasion.
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En estbmago, el auge de células mucosas a los 14 dde (6.91 £ 0.25 mm LP),
permitieron la secrecidén de glicoproteinas neutras, que juegan un papel fundamental
de proteccion del epitelio interno del estdmago (especialmente en el fundus), contra
la accidn hidrolitica del jugo gastrico de las glandulas gastricas, que a esta edad, ya
se encuentran en estado avanzado de diferenciacion. Esta sincronia de aparicion de
glandulas gastricas y células mucosas secretoras de glicoproteinas neutras, fue
observada en P. splendida (Trevifio et al., 2010)

Los estudios histolégicos confirman que, la estrategia reproductiva de C.
urophthalmus marca una pauta importante en el desarrollo del tracto digestivo, que
experimentan el embrion y la larva en peces ciclidos de agua dulce. Los resultados
reafirman también que como especie de incubacion de sustrato, C. urophthalmus
presenta un desarrollo de tracto digestivo rapido lo cual, ha sido observado también
en otros ciclidos con semejante estrategia reproductiva, como Tilapia zillii (Fishelson,
1995), O. niloticus (Morrison et al., 2001) y P. splendida (Trevifio et al., 2010). Dado
que estas larvas estan sujetas a presiones medioambientales considerables (debido
a los escasos cuidados parentales que implica la incubacion de sustrato), es que
observan cambios morfolégicos abruptos, como respuesta a aquellas. De manera
antagonica, los peces ciclidos de incubacion bucal, como Sarotherodon galilaeus y
Pseudotropheus johanni, presentan desarrollo de tracto digestivo mas lento como
sefalan Balon (1990); Fishelson (1995), debido a los mayores cuidados parentales
que implica la incubacién bucal y por tanto, menor exposicion a presiones

medioambientales.

A la eclosion, C. urophthalmus ya presenta un higado bien desarrollado. No obstante,
la capacidad de los hepatocitos para almacenar lipidos es muy pobre. Entre los 5y 6
dde, el almacén de lipidos y glicbgeno se incrementa notablemente, puesto que los
hepatocitos muestran depodsitos de lipidos (PAS positivo), principalmente una vez
que comenzo la alimentacién exogena. El almacenaje lipidico en hepatocitos de
Sander lucioperca se observo a partir de los 7 dde, dada una activa alimentacion, asi
como en el éxito de la digestion del alimento (Ostaszewska, 2005).
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Sin embargo, C. urophthalmus también mostr6 cumulos importantes de vacuolas
lipidicas en enterocitos, tanto en intestino anterior como en el posterior, lo cual va en
sinergia con la baja actividad de lipasas, hasta los 43 dde, que es cuando acusa un
importante incremento, segun Lépez-Ramirez et al. (2011). Lo anterior puede sugerir
que, el intestino puede actuar como un sitio temporal de almacenaje en un principio

(mientras el higado se diferencia).

No obstante, los estudios histoloégicos demuestran que, la acumulacion de lipidos
prosiguio hasta el final del experimento, lo que permite suponer que la asimilacion de
lipidos en enterocitos, rebasa ampliamente la capacidad de esta especie para
digerirlos y almacenarlos en higado, dada la baja actividad de lipasas, lo que
conlleva a una sobresaturacion de lipidos en intestino. Esta sobreacumulacién de
lipidos, segun Trevifio et al. (2010), fue observada también en intestino de larvas de
P. splendida, lo cual se gener6 también a partir del cambio de la alimentacién mixta
por exdgena). Por tanto, es posible que el alimento artificial que se empled durante la
alimentacion exdgena de C. urophthalmus (el mismo que para P. splendida, a partir
de los 15 dde), no incluya el requerimiento 6ptimo de contenido de lipidos para C.

urophthalmus. Por consiguiente, es necesario realizar mas estudios a este respecto.

Entre los 3 y 4 dde, C. urophthalmus observa el comienzo del desarrollo del
estomago cardias y la aparicion del esfinter pilorico. Estos rasgos de desarrollo
precoz estomacal han sido observados también en peces ciclidos como O. niloticus
(Morrison et al., 2001) y P. splendida (Trevifio et al., 2010) e incluso, aunque menos
precoz, en otros peces de agua dulce como S. lucioperca (Ostaszewska, 2005). Es
menester hacer notar que, el primer repunte de proteasas acidas alrededor de los 13
dde en C. urophthalmus observado por Lépez-Ramirez et al. (2010), coincide con la
total diferenciacion de glandulas gastricas en un estbmago con notorio avance de
desarrollo reveladas en el presente estudio (H&E). Este evento relevante fue
sincronico con la aparicion de las primeras células mucosas en estomago al 11 dde
(5.75 £ 0.36 mm LP), cuyos glicoconjugados neutros (PAS positivo), permiten
amortiguar la autodigestion del epitelio estomacal interno, generada por la actividad
del acido hidroclorhidrico y enzimas de las glandulas gastricas (Gisbert et al., 2004).
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Estos hechos, refuerzan lo sugerido por Lopez-Ramirez et al. (2010) sobre el cambio
de alimentacién, mixta a alimento inerte (habituacion alimentaria). El maximo pico de
actividad de proteasas acidas, reportado por estos autores alrededor del 20 dde,
coincide con la observacion histolégica de un estdmago total y plenamente
diferenciado al 19 dde (7.02 £ 0.25 mm LP), ya que muestra la regionalizacion tipica
del estdbmago en cardias, fundus y pylorus. Por tanto, es posible sugerir que el tipo
de digestion que lleva a cabo C. urophthalmus es quimica, lo que coincide con otro
ciclido de agua dulce P. splendida, asi como su correspondiente diferenciacion
estomacal en regiones, encontrado por Trevifio et al. (2010).

Los quistes de Artemia no digeridos a nivel de intestino de C. urophthalmus,
posiblemente debido a la incapacidad de su maquinaria enzimatica para hidrolizar la
cubierta del quiste, fue también hallado en intestino de P. splendida. Esto refleja el
hecho de que es menester realizar mejoras en los protocolos de alimentacion en la
etapa de alimentacion mixta que actualmente se llevan a cabo, con miras a optimizar
el aspecto econdmico del cultivo o bien, continuar con mas estudios, tales como de
expresion molecular de enzimas digestivas durante la ontogenia inicial de C.
urophthalmus, con el fin de reforzar la informacion hasta ahora obtenida, con miras a

disefiar alimentos inertes, y poder prescindir mas del alimento vivo.

La presente investigacion concluye que como especie incubadora de sustrato, C.
urophthalmus presenta un desarrollo morfolégico y funcional rapido, sobre todo en lo
que concierne a la precoz aparicién y diferenciacion del estbmago, lo que sugiere
continuar con los estudios que permitan disponer de mas elementos, que conlleven
al diseno de un alimento inerte (propio de su fisiologia digestiva), con miras a

consolidar su ciclo de cultivo.
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6. DESARROLLO MORFOFUNCIONAL DEL TRACTO DIGESTIVO DE

Cichlasoma urophthalmus (ll)

6.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Clonar y secuenciar los genes asociados a la actividad de las principales
enzimas digestivas de C. urophthalmus.

Determinar la expresion génica asociada a la actividad de enzimas digestivas,
durante la ontogenia inicial de C. urophthalmus.

6.2. MATERIAL Y METODOS
6.2.1. Estudios moleculares
6.2.1.1. Extraccion y purificacion de RNA

La extraccion de RNA a partir de huevos, embriones libres y troncos de larvas de C.
urophthalmus, se efectué de acuerdo al protocolo del reactivo Trizol™ (Ambion Life
Technologies). La homogenizacion de muestras fue a razon de 1:10 (muestra:Trizol).
La precipitacién de RNA tuvo lugar con isopropanol absoluto (1:2 isopropano:Trizol).
El lavado de RNA fue con etanol al 75% (1:1 etanol/Trizol) y la resuspension del RNA
fue en 50 pL de agua DEPC (libre de ribonucleasas). Para la purificacion de RNA las
muestras resuspendidas fueron tratadas con DNAsa, que degrada otros acidos
nucleicos presentes en las muestras. Las muestras con RNA fueron mezcladas con
buffer de reacciéon y DNAsa (8:1:1, respectivamente) e incubadas a temperatura
ambiente por 15 min. Las reacciones fueron interrumpidas con EDTA al 25 Mm,
calentadas a 65 °C por 10 min, y finalmente conservadas a -80 °C, hasta la sintesis
de cDNA.

6.2.1.2. Sintesis de cDNA

Se sintetizo6 cDNA a partir de RNA de las muestras previamente extraido de C.
urophthalmus. A 5 pL de RNA se afnadio 1 pL de Random primer (oligonucleétido) e
incubados a 70 °C por 10 min. La mezcla para una reaccion (1X) de RT-PCR fue
como sigue: 5.3 uL de agua DEPC, 4.0 yL de buffer 5X ImProm Il, 2.4 uL de MgCl,
25 mM, 1.0 pyL de dNTPs 10 mM, 0.5 pL de RNAsin, 0.8 pyL de la enzima
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transcriptasa inversa Improm Il (Promega) y los 6 pL de reaccion (RNA) previamente
incubada. Las condiciones para la reaccion de la transcripcion inversa (RT) fueron 25
°C por 10 min, 45 °C por 60 min y 90 °C por 5 min. Las muestras de cDNA fueron
almacenadas a -20 °C.

Figura 46. Condiciones de la RT para sintesis de cDNA.

6.2.1.3. Amplificacion de cDNA por PCR

Se realizaron pruebas presuntivas de PCR (Polymerase Chain Reaction, por sus
siglas en inglés) por gradiente, utilizando oligonucleétidos especificos previamente
disefados, a partir del pez marino Pleuronectes americanus, (Murray et al., 2003),
para genes de enzimas pancreaticas amilasa (AMI), lipasa (LIP, no dependiente de
sales biliares), tripsina (TRIP), enzima citosdlica intestinal (CNP), lipasa dependiente
de sales biliares (BAL), la intestinal fosfatasa alcalina (FA), leucin-aminopeptidasa

(AMP); asi como para el gen de referencia EF-1a (factor de elongacion).
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Para una reaccion de 25 pL, a 1 yL de cDNA se anadieron 16.05 pyL de agua mQ, 2.5
uL de buffer PCR 10X, 0.75 pL de MgCl; 25 mM, 2.0 uL de primer direct, 2.0 yL de
primer reverse (ambos 10 mM), 0.5 yL de 10 mM dNTPs y 0.2 uL de Tag DNA
polimerasa (5 U pL™"). Las condiciones de PCR por gradiente fueron 95 °C (0.5 min)
para la desnaturalizacion; 52-60 °C (0.75 min) para la alineacion y 72 °C (0.5 min)
para la extension. Se efectuaron tantas corridas de PCR hasta la deteccion de todos

los genes buscados.

6.2.1.4. Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis se realizé a 90 V durante 30 min, con un gel de agarosa al 1.5%, en
presencia de buffer TAE 1X y bromuro de etidio (0.7 pL para 35 pL de gel). Cada
muestra (5 pL) fueron mezcladas con 2 pyL de azul de bromofenol y cargadas junto
con marcador de peso molecular de 50 pb.

6.2.1.5. Purificacién en gel de bandas de electroforesis

Se efectud purificacidn en gel de bandas de genes asociados a enzimas digestivas
empleando el kit Geneclean®Spin y se procedio a la clonacion.

6.2.1.6. Clonacién y transformacioén de células

La solucion de clonacién consistié de 1 pL del plasmido pCR®2.1-TOPQ® (Invitrogen
Life Technologies), 1 yL de agua estéril, 1 yL NaCl y 3 pL de productos de PCR
(correspondiente a cada banda de los genes de expresion enzimatica). La
transformacion de células competentes de Escherichia coli fue a 42 °C por 30 seg, en
presencia de medio SOC (250 uL). Los tubos con las distintas mezclas (un tubo por
gen de expresion enzimatica) se agitaron horizontalmente por 60 min. Las células
transformadas con plasmidos inserto fueron sembradas en medio sélido LB con
ampicilina (100 mg mL™), solucién X Gal (40 mg mL™) y solucién IPTG 100 mM, a 37
°C toda la noche. Las colonias de color blanco (bacterias con el plasmido inserto)
fueron resembradas posteriormente en medio LB liquido con ampicilina (100 mg mL"

1.
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Figura 47. Condiciones de la PCR para liberacién de insertos plasmidicos de células E. coli.

Los plasmidos clonados (con los genes insertos de expresion) fueron liberados de las
células a 95 °C por 10 min mediante lisis de membranas celulares y reamplificados
por PCR bajo las mismas condiciones antes descritas.

6.2.1.7. Purificacion de plasmidos

La técnica de mini-prep, mediante la cual los plasmidos con los genes insertados
fueron purificados, tuvo lugar con el Kit RMP®, para posteriormente ser secuenciados
(Sigma-Aldrich®), con miras a disefiar los oligonucledtidos especificos, de genes

asociados a las enzimas digestivas de C. urophthalmus.
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6.3. RESULTADOS

En la figura 48 se puede apreciar el gel tefiido con bromuro de etidio, donde se
aprecia el corrimiento del RNA extraido de larvas de C. urophthalmus a lo largo de su
ontogenia inicial. Es posible observar las bandas asociadas al 28 y 18S del RNA
ribosomal (en algunas muestras algo tenues) La presencia de RNA de calidad
permitid a su vez, la obtencién de cDNA de calidad que permitié la busqueda de
genes de enzimas digestivas por PCR. Las bandas electroforéticas de algunos genes
asociados a las enzimas digestivas se pudieron observar en los geles de agarosa al
1.5% (figura 49), tras las pruebas PCR presuntivas. Sin embargo, las bandas
correspondientes a la enzima citosolica CNP, asi como leucin-aminopeptidasa
(AMP), resultaron ausentes en todas las corridas de PCR presuntivas y por

consiguiente, no fue posible su clonacién y secuenciacion.

v U U U O O O
“w O 0 O T T T T T T
-c-c-c'c'c'a'c'c'c'c
T T T ot omw 0 O

M NOMoAd o NN N N 0

2652

800

350

th
(=]

Figura 48. RNA de muestras de larvas de Cichlasoma urophthalmus (de 0 ddf a 30 dde).
Marcador de peso molecular 50 pb.
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Figura 49. Gel de agarosa con las bandas correspondientes a los genes amplificados.

Los genes de las enzimas digestivas de C. urophthalmus, purificados en gel (como
productos de PCR) resultaron ser amilasa (AMI), lipasa no dependiente de sales
biliares (LIP), tripsina (TRIP), fosfatasa alcalina (FA), lipasa dependiente de sales
biliares (BAL), citosodlica intestinal (CNP) y el factor de elongacion (EF-1a).
Posteriormente, las colonias bacterianas transformadas, que resultaron clonadas con
inserto (color blanco, figura 50), por incorporacion de los plasmidos asociados a las
enzimas digestivas, fueron consideradas para resiembra en medio liquido LB. Las
colonias en azul palido fueron descartadas para resiembra, ya que no incorporaron el

inserto, como en el caso del gen de la enzima citosolica CNP.
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Figura 50. Colonias de células transformadas con (blanco) y sin (azul) insertos.

6.3.1. Amplificacion de los genes clonados

Los resultados de los genes clonados (tras la desnaturalizacion de células
bacterianas, durante la PCR), se pueden apreciar en la figura 51. Enzimas
pancreaticas amilasa (AMI con tamafio esperado aproximado de 764 pb, carriles 2 y
3), lipasa no dependiente de sales biliares(LIP, que no observé el numero de pares
de bases esperado (488 pb, carriles 4 y 5), tripsina (TRIP, 735 pb, carriles 6 y 7),
fosfatasa alcalina (APH, 1068 pb, ausente, carriles 8 y 9), enzima peptidasa
citosdlica no especifica intestinal (CNP, 992 pb, ausente, carriles 10 y 11), lipasa
dependiente de sales biliares (BAL, 386 pb, carriles 12 y 13), asi como para el control
interno EF-1a (factor de elongacion, 353 pb, carriles 14 y 15). El marcador de peso
molecular empleado fue de 100 pb (carril 1).
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Figura 51. Gel de agarosa con bandas de genes por duplicado: amilasa (AMI), lipasa no
dependiente de sales biliares (LIP), tripsina (TRIP), fosfatasa alcalina (FA), peptidasa
citosdlica intestinal (CNP), lipasa dependiente de sales biliares (BAL) y factor de elongacién
(EF-1a). Marcador de peso molecular, 100 pb (M).

En la figura 52 es posible observar las bandas del inserto clonado perteneciente al
gen (en duplicado), asociado de la enzima intestinal fosfatasa alcalina (FA, 1068 pb,
carril 4), que resulté ausente en el gel de agarosa de la figura 55. Los carriles 2y 3
corresponden de nueva cuenta a lipasa no dependiente de sales biliares, con una
unica banda presente (488 pb) y una segunda ausente o no con la cantidad de pares
de bases esperada.
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Figura 52. Gel de agarosa con bandas de genes por duplicado: lipasa no dependiente de
sales biliares (LIP), fosfatasa alcalina (FA). Marcador de peso molecular, 100 pb (M).

Los resultados en duplicado, referentes a los genes de enzimas digestivas, dentro de
sus plasmidos purificados (previos a su secuenciacion) se pueden visualizar en la
figura 53. Las bandas para amilasa (764 pb, carriles 4 y 5), tripsina (735 pb, carriles 6
y 7) y fosfatasa alcalina (1068 pb, carriles 8 y 9) son claramente visibles; mientras
que el plasmido con los genes lipasa dependiente de sales biliares (386 pb) y el
factor de elongacion EF-1a (353 pb), solo son visibles en una réplica (carriles 13 y
14, respectivamente). Por otro lado, el plasmido con el gen de la lipasa no
dependiente de sales biliares y la enzima peptidasa citosdlica intestinal (CNP), no
mostraron ninguna banda con los tamafos esperados aproximados (488 pb, carriles
2y 3y 992 pb, carriles 10 y 11, respectivamente) y por lo tanto, ambas fueron
descartadas para la secuenciacion nucleotidica.
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Figura 53. Gel de agarosa con bandas de genes de expresion por duplicado: amilasa (AMI),
lipasa no dependiente de sales biliares (LIP), tripsina (TRIP), fosfatasa alcalina (FA),
citosdlica intestinal (CNP), lipasa dependiente de sales biliares (BAL) y factor de elongacién
(EF-1a). Marcador de peso molecular, 100 pb (M).

6.3.2. Secuencias nucleotidicas de enzimas digestivas

La secuenciacion nucleotidica, solo fue exitosa para las enzimas a-amilasa (clave
HG764460, EMBL, Laboratorio de Biologia Molecular Europeo, por sus siglas en
inglés), lipasa dependiente de sales biliares, fosfatasa alcalina (clave HG764461,
EMBL) y el factor de elongacion EF-1a, utilizado como gen de referencia para
cuantificacion de la expresion en C. urophthalmus. Los respectivos tamafos (en
pares de bases), resultaron ser 565, 187, 832 y 232. Las secuencias nucleotidicas de
los genes y sus correspondientes secuencias nucleotidicas y sus correspondientes

secuencias aminoacidicas, resultaron ser como sigue.
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Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Amilasa (AMI)

—
RT-AMIS’

TTTGAGTGGCGCTGGGCTGACATTGCTCAAGAGTGTGAACGTTTCCTGGGTCCCAAAGGC
FEWRWADI AQECE ERZFLGUZP KG

TTTGGTGGAGTTCAGATTTCTCCTCCAAATGATCACATTCTGGTGAACAGTCCCTGGAGG
F GGV QIl S PPNDHI1 LVNSUPWR

CCATGGTGGCAGAGATACCAGCCAATCAGCTACGACCTCTGTTCGAGATCTGGCAGTGAG
PWWAQRYQP I SYDLCS SRS G S E

‘_
RT-AMI3’

GCAGAACTGAAGGACATGATCACACGATGCAACAACGTTGGGGTTAAAATCTATGTGGAT
A ELK DMITIRI CNNUVGV K Il Y VD

GCTGTGATCAACCACATGTGTGGATCTGGTGGTGGATCAGGAACCCACTCTTCATGTGGA
AV I NH MCGS GG GS GT H S SC G

AACTGGTTTAATGCTGGCAGTGAAGAGT TCCCCAGTGTCCCTTATTCCAAATTGGACTTC
NWFNAG S EEFUP SVPY SK L DF

AATGACCAAAAATGCAAGACTGGCAGTGGCGAAAT TGAGAACTATGGTGACATATATCAG
N DQKCIKTG S G EI ENY GD I YAQ

GTACGTGACTGCCGTCTGGTGGGTCTGCTGGATCTCGCCCTGGAGAAAGATTACGTTAGG
VR DCRLVYV GLLDLALTEIKDYVR

GGCAAAGTGAGCGACTACATGAACAAGCTGATTGGCATGGGTGTGGCTGGATTCCGAGTG
G KVS DY MNIKLI GMGV AG F RV

GATGCCTGCAAGCACATGTGGCCCA
DA CKHMWP

)
-

20

120
40

180
60

240
80

100

360
120

420
140

480
160

540
180

565
188
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Secuencia nucleotidica y aminoacidica de fosfatasa alcalina (FA)

ACTGTGACGGCTGCTCGTATACTGAAGGGTCAGCTGAATGGACAGAGCGGAGAAGAAACA
T VvVTAARILIKGQLNGAQQSGE ET

CAATTGGAAATGGACAAGTTCCCTTTTGTATCTTTATCCAAGACATACAACACTAACGCA
QL EMDI KV FPFVSLSK KT YNTNA

CAGGTGCCAGACAGTGCTGGCACAGCCACGGCTTACCTCTGTGGGGT TAAGGCCAACGAG
QV PDSAGTA AT A AY L CG VK ANE

GGCACAGTGGGCGTGAGTGCAGCTGCTGTCCGATCCCAGTGTAACACCACACAGGGCAAT
G TVGVS AAAVRS QCNTTQGN

GAGGTCACCTCCATCCTCAAATGGGCCAAGGATGCAGGCAAGTCAGTGGGAATAGTGACC
E VT SI1I L KWAKDAG K SVG 1|1 V T

ACAACGCGCGTCAACCATGCGACTCCCAGTGCTGCTTACGCACACTGTGTGGACCGAGAC
T T RV NHATWPSAAY A HCV DRD

TGGTACTCCGACAACGAGATGCCAGAAGAAGCGCTGAACGCTGGCTGCAAGGATATCGCC
WY S DNEMPEEALNAGTCKUDI A

AGGCAACTCTTTGAAAACATTCGCAACAT TGATGTGATTATGGGCGGAGGAAGGAAGTAT
R Q L FENIRNIDVIMG GOGR KY

ATGITCCCCAAGAACCAGTCGGATGTAGAATACCCTAATGTGCTGAAGCACAGCGGCACA
M FPKNAQSDVEYZPNVLIKHSGT

CGGAAAGATGGAAGAAACCTGGTGCAGGAGTGGACTGAAAGAATGAAGGATAAAAAAGGA
R K DGRNULVQEWTUERMIKDKKG

60
20

120
40

180
60

240
80

300
100

360
120

420
140

480
160

540
180

600
200
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—
RT-AMY’

CGTTATGTATGGAACAAGAAGCAGCTCTTATCCCTAAACCCTAACAATGTGGATTACCTC
RY VWNI K KQULLSILNPNNWVDY.L

CTGGGTCTCTTTGAACCCGGAGATCTGCCATATGACTTGGAAAGGAACACTGACTCTGAT
L GLF EPGDLPYDLIEIRNTDSD

CCATCACTGACAGAGATGGTGGATGTGGCTATCAAGATCCTGAAGAAGAACCCAAGTGGA
P S L TEMYVDV A I KI L KKNWPSG

—
RT-AM3”

TTTTACCTGCTTGTAGAGGAAAGGACGAATTGACCACGGACACCATGAGGGC
FY LLVEERTN®PRTWP * G

660
220

720
240

780
260

832
277
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Secuencia nucleotidica y aminoacidica de lipasa dependiente de sales

biliares (BAL)

e
RT-AMI5’

GACCCTGACAACATCACCATCTTTGGGGAGTCTGCAGGTGGAGTTAGTGTTAGCTTCCAG

D P DNI T I FGE SA GGV SV S FAQ

ACTNTCACTCCACACAATAAAGGGCTCATCAGGAGAGCCATCCCCCAGAGTGGGGTGGCA
T X TPH NKOG LI RRAI P Q S G VA

CTTTGCCCCTGGGGAATCAACAAAAACCCTCGCAAGT TTGCCGAGGAGATCGCTICTGAAG
L CP WGI NKNWPRIKFAIEIEI AL K

‘_
RT-AMI3’

GICAACT
V N

60
20

120
40

180
60

187
62
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Factor de elongacion (EFa-1)

—
RT-AMI5’

GCTTCGAGGAAATCACCAAGGAAGTGAGCGCCTACATCAAGAAGATCGGCTACAACCCCG
AS R K SPRIK™*®* A PTSIRRSA AT TP

CTGCCGTTGCCTTCGTCCCCATCTCTGGATGGCACGGAGACAACATGTTGGAGACCAGTG
L P L PSS P SLDGTE TTU CWRUP V

—
RT-AMI3’

ACAAGGTGAGGACTTAAACCATTCAGTGTATCCACTTGCTAATTTGACTGAACGTGGACT
TR & 6 'L K Po'F 8 Y 8 T € % F b % T W T

AAACTGTCACTTTGATTTCTGTAGATGAGCTGGTTCAAGGGATGGAAGGTTG
K L $ L * FL * MS W FK G W K V

60

120

180

232

Las secuencias y parametros de los cebadores disefiados, y correspondientes a las

enzimas digestivas de C. urophthalmus secuenciadas, se pueden mostrar en la tabla

2. La posicion de inicio en direccion 5°- 3", comprende el numero de nucledtido a

partir del cual, inicia el fragmento amplificado de nucleétidos del cebador, de longitud

22 pares de bases (pb), dentro de la secuencia del gen de la enzima digestiva, segun

sea el caso. Por ejemplo, para el gen que codifica para a-amilasa, la secuencia del

cebador inicia a partir del nucleétido numero 21, de la secuencia nucleotidica del

gen.
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6.3.4. Analisis de la distancia filogenética entre secuencias

En la figura 54, se puede observar el arbol filogenético de las secuencias
nucleotidicas de la enzima digestiva a-amilasa de C. urophthalmus (presente en su
ontogenia inicial); y sus analogas correspondientes a O. niloticus, Centropomus
undecimalis, D. labrax y Lates calcarifer. El arbol filogenético se construy6 con base
al modelo del vecino mas cercano. Es posible estimar la distancia filogenética, a
través del segmento dado en la escala, lo que hace posible deducir que L. calcalifer
es la especie mas distanciada respecto a C. urophthalmus. Para el caso de la
distancia comprendida entre C. urophthalmusy O. niloticus, el diagrama muestra que
éste ultimo es el vecino mas cercano a C. urophthalmus lo cual, se confirma con el
porcentaje de similitud entre secuencias nucleotidicas del 90.0% entre ambas. Este
alto nivel de similitud, confirma la presencia de zonas altamente conservadas, en la

zona del DNA que codifica para la a-amilasa.

Lates calcalifer

Dicentrarchus labrax

Centropomus undecimalis

Cichlasoma urophthalmus

« Oreochromis niloticus

Figura 54. Arbol filogenético de las secuencias nucleotidicas de a-amilasa, presente en la
ontogenia inicial de Cichlasoma urophthalmus y vecinos piscicolas mas cercanos.
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En la figura 55, se puede apreciar el arbol filogenético, con las secuencias
nucleotidicas de la enzima digestiva fosfatasa alcalina de C. urophthalmus (presente
en su ontogenia inicial); y sus analogas correspondientes a O. niloticus, Mailandia
zebra, D. labrax, L. calcalifer, S. aurata y Mycteroperca rosacea. En este caso M.
rosacea es la de mayor distancia con relacion a C. urophthalmus; mientas que las
mas cercanas a ésta son M. zebra y O. niloticus (éste ultimo con un indice de
similitud de 90.0%), lo que confirma la presencia de zonas altamente conservadas en

el ADN del gen que codifica para fosfatasa alcalina.

Mycteroperca rosacea

Sparus aurata

Lates calcalifer

Dicentrarchus labrax

Cichlasoma urophthalmus

Maylandia zebra

Oreochromis niloticus

Figura 55. Arbol filogenético de las secuencias nucleotidicas de fosfatasa alcalina, presente
en la ontogenia inicial de Cichlasoma urophthalmus y vecinos piscicolas mas cercanos.
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En la figura 56, se presenta el arbol filogenético con las secuencias nucleotidicas de
la enzima digestiva lipasa dependiente de sales biliares, en C. urophthalmus
(presente en su ontogenia inicial); y sus analogas correspondientes a O. niloticus, M.
zebra y Takifugu rubripes. Este Ultimo representa la especie de mayor distancia
filogenética y M. zebra junto con O. niloticus, las mas cercanas a C. urophthalmus
(con un indice de similitud de 91.0% entre estas ultimas), lo que confirma la
presencia de zonas altamente conservadas en el ADN del gen que codifica para

lipasa dependiente de sales biliares.

Takifugu rubripes

Cichlasoma urophthalmus

Maylandia zebra

Oreochromis niloticus

w

Figura 56. Arbol filogenético con las secuencias nucleotidicas de lipasa dependiente de sales
biliares, presente en la ontogenia inicial de Cichlasoma urophthalmus y vecinos piscicolas
mas cercanos.
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En la figura 57, se puede visualizar el arbol filogenético con las secuencias
nucleotidicas del factor de elongacidon EF-1a, de expresion permanente en C.
urophthalmus y sus analogas correspondientes a O. niloticus, S. ocellatus, S. aurata,
L. calcalifer, Perca fluvialitis y D. labrax. El diagrama muestra que ésta ultima es la
especie mayor distanciada; mientras que O. niloticus resulto ser la mas cercana a C.
urophthalmus. Paralelamente, el indice de similitud entre las secuencias
nucleotidicas entre estas ultimas es de 93%, lo que confirma la presencia de zonas
altamente conservadas en el DNA del gen que codifica para el factor de elongacién
EF-1a.

Cichlasoma urophthalmus

Oreochromis niloticus

Sciaenops ocellatus

Sparus aurata

Lates calcalifer

Perca fluviatilis

Dicentrarchus labrax

Figura 57. Arbol filogenético con las secuencias nucleotidicas del factor de elongacion EF-
1a, presente en la ontogenia inicial de Cichlasoma urophthalmus y vecinos piscicolas mas
cercanos.
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6.3.5. Curvas de calibracion

En la figura 58, se puede observar la curva de calibracion Ct = -2,967 Log[cDNA] +
13.6 (1), referente al gen asociado al gen de referencia, factor de elongacion EF-1a.
Una pendiente en torno a -3.32 o un incremento 10 veces el amplicon por cada 3.32
ciclos, equivale a un valor muy cercano a 100% de eficiencia de la reaccién de PCR.
La curva de calibracion para el gen control interno EF-1a arrojo una pendiente de -
2.967, con su correspondiente valor de eficiencia de PCR de 117.3%. Es posible
observar también un coeficiente de determinacién R? de 0.979.

24,5 -
23,5 -
22,5 -
21,5 -
20,5 -
19,5 -
18,5 -
17,5 -
16,5 T Y T T T

Ct=-2,9Log[cDNA] + 13,6
R?=0,98

Ct

Log[cDNA]

Figura 58. Curva de calibracion Ct vs logaritmo (base 10) de la concentracién de cDNA del
gen de referencia EF-1a.
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En la figura 59, se puede apreciar la curva de calibracion Ct = -2.717 Log[cDNA] +
18.95 (2), referente al gen asociado a lipasa dependiente de sales biliares. Es
posible visualizar una pendiente de -2.717, que corresponde a un 133.4% de
eficiencia de la reaccion PCR. Se puede apreciar también un coeficiente de
determinacion R* de 0.983.

25,9 -
249 - Ct = -2.7Log[cDNA] + 18.9
R? = 0.98
23,9 -
L 22,9 -
(&)
21,9 -
20,9 -
19,9 -
18,9 ' . ' '
-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0

Log [cDNA]

Figura 59. Curva de calibracion Ct vs logaritmo (base 10) de la concentracién de cDNA del
gen asociado a lipasa dependiente de sales biliares.
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En la figura 60 se puede apreciar la curva de calibracion Ct = -2.624 Log[cDNA] +
21.08 (3), referente al gen asociado a fosfatasa alcalina. Es posible visualizar una
pendiente de -2.624, que corresponde a un 140.5% de eficiencia de la reaccion PCR.
Se puede apreciar también un coeficiente de determinacion R? de 0.988.

27,4 { © Ct = -2.62Log[cDNA]+ 21.08
RZ = 0.98
26,4
25,4 -
O

24,4 -

23,4 -

22’4 | L] L}

9 2 1,5 4 0,5

Log[cDNA]

Figura 60. Curva de calibracion Ct vs logaritmo (base 10) de la concentracién de cDNA del
gen asociado a fosfatasa alcalina.
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En la figura 61, se puede observar la curva de calibracion Ct = -2.909 Log[cDNA] +
19.51 (4), referente al gen asociado a amilasa. Se puede visualizar una pendiente de
-2.909, que corresponde a un 120.7% de eficiencia de la reaccién PCR. Se puede

visualizar también un coeficiente de determinacion R? de 0.997.

26,5 -
Ct=-2.91Log[cDNA] + 19.51
25,5 -
R% = 0.99
24,5 -
5 235
22,5 -
21,5 -
20,5 -
19,5 ' ' : .
-2,5 22 -1,5 | -0,5 0

Log[cDNA]

Figura 61. Curva de calibracion Ct vs logaritmo (base 10) de la concentracién de cDNA del
gen asociado a amilasa.
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6.3.6. Expresion relativa con PCR en tiempo real

Por otro lado, una vez obtenidos los cebadores propios de enzimas digestivas de C.
urophthalmus, fue posible realizar ensayos de PCR en tiempo real, cuyos resultados
muestran que la expresion génica relativa para las enzimas pancreaticas a-amilasa y
lipasa dependiente de sales biliares, no observan una supresion génica respecto al
tiempo, especialmente ésta ultima, donde se observa un incremento sostenido de
expresion génica relativa, hasta el final de los 30 dde. No obstante, la enzima

intestinal fosfatasa alcalina si observa una clara represion génica (figura 62).

20

10

~ ELIPASA

H AMILASA

il FOSFATASA
0 3 16 141 20 23 26 30

- r

Expresionrelativagénica(Log 2)

-10 i

-15

dde

Figura 62. Expresion relativa génica de enzimas digestivas (LIPASA: lipasa dependiente de
sales biliares, AMILASA: a-amilasa y FOSFATASA: fosfatasa alcalina), durante la ontogenia
inicial de Cichlasoma urophthalmus.
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Paralelamente, un analisis de correlacion entre la expresion génica relativa de a-
amilasa versus su actividad especifica (reportada por Lépez-Ramirez et al. 2010) a lo
largo de 30 dde en C. urophthalmus, arrojé una asociacion débilmente positiva (r =
0.18). El mismo caso ocurre entre la expresion génica relativa de fosfatasa alcalina y
su actividad especifica (r = 0.26). Por consiguiente, la correlacion entre la actividad
especifica y la expresion génica relativa de ambas enzimas es casi nula (p > 0.05).
Sin embargo, la actividad especifica de a-amilasa experimenta incrementos
importantes a partir del dia 19 hasta los 30 dde; siendo el incremento de la expresion
génica relativa de esta enzima mas moderado (que su actividad) en el mismo

periodo.
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6.4. DISCUSION

En los peces, la enzima a-amilasa se sintetiza en las células pancreaticas, y juega un
rol de hidrdlisis de enlaces glicosidicos, lo cual permite la formacion de azucares
simples a partir de otros de estructura mas compleja, como el almidén y el glucégeno
(éste ultimo, constituye un reservorio energético en los peces). Los estudios
moleculares obtenidos en la presente investigacion permitieron corroborar la
expresion de a-amilasa en embriones libres de C. urophthalmus a los 3 dde, lo cual
supone que los embriones libres son capaces de hidrolizar el glicbgeno acumulado
en el higado, con la disponibilidad energética del eleuteroembrién, todavia a partir de

fuentes alimentarias endogenas.

Algunos autores, sugieren la funcionalidad del pancreas después de la primera
alimentacion exdgena en especies como Diplodus sargus (Ortiz-Delgado et al.,
2003), S. aurata (Sarasquete et al., 1995); y pocos otras especies en la eclosion
misma Melanogrammus aeglefinus (Hamlin et al., 2000), lo que puede ser un
indicador de que C. urophthalmus es una especie de rapido desarrollo digestivo.
Segun Darias et al. (2006), se desconoce la funcion del pancreas en los primeros
dias después de la eclosion. Sin embargo, Cahu & Zambonino-Infante (1994) la
actividad de a-amilasa es un indicador de maduracion pancreatica. Lo anterior, fue
confirmado por los estudios histoldgicos, que muestran un pancreas con un alto

grado de diferenciacion tras la eclosion de C. urophthalmus.

Los estudios moleculares permiten resaltar el hecho de que las lipasas dependientes
de sales biliares (cuya funcidén es degradar lipidos de estructura compleja), se pueda
expresar muy al inicio de la ontogenia inicial de C. urophthalmus (3 dde). Es comun
que este papel sea llevado a cabo por lipasas que no dependen de sales biliares
para activarse (como las esterasas) en la ontogenia muy incipiente de los peces. En
las fases iniciales de la ontogenia de los peces, el catabolismo de los lipidos es
mediado por las esterasas y mas tarde por lipasas verdaderas, una vez que el tracto
digestivo se ha desarrollado por completo (Lépez-Ramirez et al., 2010).
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No obstante, estos autores revelaron que la actividad de lipasas dependientes de
sales biliares experimentd un incremento abrupto hasta los 40 dde en esta especie.
La aparicion inicial de lipasas dependientes de sales biliares pudiera sugerir un
desarrollo precoz del pancreas, lo cual se puede corroborar también con la expresion
también inicial (3 dde) de amilasa en C. urophthalmus. La expresion génica de esta
lipasa puede implicar que C. urophthalmus utilice sustratos lipidicos (incluso de
estructura molecular compleja que, pudieran estar presentes en el saco vitelino) en
sus fases iniciales de desarrollo y posteriormente haya hecho uso de sustratos
proteinicos, sobre todo durante la transicion de suministro de alimento vivo a
alimento artificial. Semejante patrén también fue observado durante el desarrollo
ontogénico de Chirostoma estor (Toledo-Cuevas et al., 2011), un pez dulceacuicola
del centro de México.

El desarrollo precoz del pancreas en esta especie, también se pudo demostrar con
los estudios histoldgicos realizados en la presente investigacion, ya que se mostro un
pancreas endocrino y exocrino bien diferenciados, a los 4 dde. Adicionalmente, los
estudios moleculares muestran en general una tendencia ascendente de la expresion
de lipasa dependiente de sales biliares, en sincronia con un higado desarrollado, con
presencia de abundantes lipidos a nivel de los hepatocitos, principalmente hacia los
7 dde en adelante, lo que representa una disponibilidad importante de lipidos para

las larvas en desarrollo.

Como se mencionaba lineas arriba, la enzima a-amilasa muestra una importante
expresion génica a partir de los 3 dde, manteniéndose practicamente en ascenso
hasta los 30 dde. Paralelamente, dado que la dependencia de fuentes alimentarias
endogenas concluye con la absorcion del saco vitelino en C: urophthalmus (5-6 dde),
entonces en la expresion inicial en esta especie pueden verse involucrados
mecanismos programados, mas que mecanismos de estimulo externo (de los 3 dde
a la absorcion del saco vitelino), como sugieren Darias et al. (2006) con el pez
marino P. pagrus, donde los cambios en la actividad de esta enzima puedan deberse
a factores transcripcionales dentro de una programaciéon genética, durante los

primeros pasos del periodo larvario.
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Ma et al. (2001), reportaron expresion del gen amilasa a la eclosién de L. calcarifer
con implicaciones de mecanismos que no son propios de estimulos externos como la
dieta. Sin embargo, es meritorio también hacer notar un incremento sostenido de la
expresion génica de a-amilasa a partir de los 20 dde, que se torna muy acentuado
con relacion a los dias anteriores a partir de la eclosion de C. urophthalmus. Tal
incremento de expresion amilasica, resultdé acorde con la presencia de un estomago
estructural y funcionalmente diferenciados (incluyendo la presencia de glandulas

gastricas funcionales), lo cual fue sincrénico con un pancreas plenamente funcional.

Ambos eventos son indicadores de maduracion del sistema digestivo (Darias et al.,
2006). No obstante, la mayor parte de los estudios que han abordado los patrones de
la amilasica desde la eclosion a los 30 dde, reportan decrementos importantes de
esta enzima pancreatica en estados de desarrollo mas tardios, después de la
eclosion. Ma et al. (2004) revelaron incrementos de la expresion de a-amilasa en L.
calcalifer hasta los 5 dde y abatimientos considerables alrededor de los 30 dde.
Douglas et al. (2000) detectaron decrementos de a-amilasa a partir de la
metamorfosis de P. americanus. Peres et al. (1998) revelaron que un decremento de
amilasa a partir de los 29 dde en D. labrax, responde a eventos genéticos

programados, durante el desarrollo larvario.

No obstante, a pesar del rapido desarrollo morfofuncional de C. urophthalmus, en la
presente investigacion se determind que no necesariamente tiene lugar un
decremento de la expresion génica de a-amilasa hacia los 30 dde en esta especie.
Por el contario, los resultados muestran un leve incremento de esta expresion génica
a esta edad, lo cual también se vio acompafado de una actividad especifica de a-
amilasa importante, desde los 20 dde en C. urophthalmus (Lopez-Ramirez et al.,
2010). Lo anterior permite suponer que un incremento de a-amilasa en esta especie
(con un sistema digestivo plenamente diferenciado), no resultaria ser un indicador

molecular util de maduracién pancreatica, hacia los 30 dde.
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No existié correlacion alguna entre los niveles de expresidn génica relativa. No
obstante, la actividad especifica de a-amilasa experimenta incrementos importantes
a partir del dia 19 hasta los 30 dde; siendo el incremento de la expresidn génica
relativa de esta enzima mas moderado (que su actividad) en el mismo periodo.
Entonces, mientras los resultados moleculares muestran una tendencia creciente de
la expresién génica de lipasa dependiente de sales biliares, hacia los 30 dde en C.
urophthalmus, Lépez-Ramirez et al. (2010) determinaron una actividad especifica
baja en esta enzima pancreatica, desde la eclosion hasta aproximadamente los 45
dde (donde tiene lugar un repunte importarte de actividad de esta enzima), y no a los
30 dde.

Lo anterior puede indicar que no necesariamente la expresién génica de una enzima
en particular pudiera presentar una relacion directamente proporcional a su actividad
especifica, lo que permite asumir el hecho de que puedan entrar en juego otro tipo de
factores como la dieta y las condiciones de cultivo y que afecten su actividad

especifica.

En otro orden de ideas, el analisis del vecino mas cercano, demuestra la presencia
de zonas altamente conservadas en el DNA, especialmente las que contienen los
genes que codifican para la sintesis de enzimas digestivas en C. urophthalmus. Lo
anterior debido al alto grado de similitud, entre secuencias nucleotidicas de C.

urophthalmus y especies como O. niloticus 'y M. zebra.
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7. ESTUDIOS BIOQUIMICOS EN JUVENILES
7.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la actividad especifica de enzimas digestivas de C. urophthalmus
(proteasas acidas, proteasas alcalinas y a-amilasa).

Determinar el efecto del pH, la temperatura e inhibidores (generales y
especificos), sobre la actividad y estabilidad de proteasas.

Caracterizar las enzimas digestivas de C. urophthalmus mediante ensayos

electroforéticos.

7.2. MATERIALES Y METODOS
7.2.1. Reproducciodn, larvicultivo y obtencién de juveniles

Para este estudio los juveniles (5.73 £ 1.43 g, peso humedo, n = 53) fueron obtenidos
a partir del lote de reproductores de las instalaciones de la Universidad Juarez
Autonoma de Tabasco, Laboratorio de Acuacultura Tropical de la Divisidon Académica
de Ciencias Biolégicas (DACBIOL UJAT) Tabasco, México. En estas mismas
condiciones, los juveniles fueron mantenidos en un sistema de recirculacion de agua
en tanques de 1.7 m® durante un periodo de dos semanas antes de su
procesamiento. Los parametros de la calidad del agua fueron medidos diariamente,
se mantuvieron en 28.3 + 0.8°C de temperatura, 5.89 + 0.48 mg I de oxigeno
disuelto (YSI 55, California, USA) y 7.35 + 0.11 de pH (Denver Instrument UB-10,
Denver, Colorado, USA), durante el confinamiento de juveniles.

7.2.2. Obtencion de extractos multienzimaticos

Los juveniles C. urophthalmus fueron disectados en frio, con el fin de aislar
estdbmagos e intestinos de la masa visceral. Se obtuvo el peso humedo por individuo,
de los 6rganos con una balanza analitica (Denver Instrument APX-200, resoluciéon
0.1 mg). Los tejidos fueron homogenizados en un macerador eléctrico (Ultra Turrax®
lka T18 Basic), a razon de 1:5 (tejido/agua destilada, p/v). Las mezclas fueron
centrifugadas a 14,000 rpm, 4 °C por 30 min, en una centrifuga (Eppendorf 5810-R).
Se recuperaron los sobrenadantes y se almacenaron a -20 °C, hasta su analisis.
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Figura 63. Extractos multienzimaticos de Cichlasoma urophthalmus.

7.2.3. Analisis bioquimicos

La concentracién de proteina soluble en extractos de estémago e intestino de C.
urophthalmus, fue realizada segun Bradford (1976), empleando una solucién madre
de ovoalbimina bovina de 1 mg ml™ como estandar de referencia. Con el fin de
conocer la cantidad de unidades de enzimas en el extracto multienzimatico de
estdmago, se hizo uso del método de Anson (1938), con las modificaciones que
siguen. Se formé un complejo a partir de 1 ml de hemoglobina (al 1% en tampén
glicina-HCI 100 mM, pH 2) y 20 pl de extracto multienzimatico de estomago de C.
urophthalmus. La mezcla fue incubada a 25 °C por 30 min. La reaccion se detuvo
con 500 pl de acido tricloroacético (TCA) al 20% y reposadas a 4 °C por 15 min. Las
muestras por triplicado, fueron centrifugadas a 12,000 rpm, bajo las mismas
condiciones de reposo.
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Los sobrenadantes fueron recuperados y diluidos con agua destilada (1:10) para la
lectura de la absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro (Jenway 6405
UV/Visible), utilizando celdas de cuarzo de 1 cm? definiéndose una unidad de
actividad como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 pg de tirosina

por minuto.

Para determinar la actividad del extracto multienzimatico de intestino, se utilizé el
meétodo de Kunitz (1947), modificado por Walter (1984). Se utilizé 1 ml de caseina de
Hammerstein al 1% en solucién tampoén tris-HCI 100 mM, como sustrato de 5 pl de
extracto multienzimatico de intestino de C. urophthalmus. La mezcla se incubd a 25
°C por 30 min. La reacciéon fue interrumpida con 500 pl de TCA al 20%. Para el
centrifugado y lectura de absorbancias de muestras, se procedié de igual manera
que las proteasas estomacales, para obtener la cantidad de tirosina liberada por
reaccion. Para la determinacion de actividad proteolitica de mezclas control, tanto
para proteasas acidas vy alcalinas, se anadidé extracto multienzimatico

inmediatamente después de parar la reaccion con TCA al 20%.

La actividad de la tripsina fue valorada mediante la técnica de Erlanger et al. (1961)
con las siguientes modificaciones. EI BAPNA (N-a-benzoil-DL-arginina 4-nitroanilida)
empleado como sustrato, se diluyd previamente en 200 ul de dimetil sulféxido
(DMSO) y se llevé al 3.5 mM en buffer en tris-HCI 50 mM CaCl, 20 mM, pH 8. La
reaccion tuvo lugar con la adicion de 10 ul de extracto multienzimatico de intestino a
990 ul de sustrato, incubada a 25 °C por 30 min. La reaccion fue interrumpida con
250 pl de acido acético al 30%. La absorbancia fue medida a 410 nm. Haciendo uso
de un coeficiente de extincion molar de 8.8 ml ymol” cm™, se definié la actividad

enzimatica como 1 pymol de p-nitroanilida liberada por minuto (Dimes et al., 1994).

Con el fin de conocer la actividad de quimiotripsina, se determiné segun Asgeirsson
& Bjarnasson (1991) con las modificaciones que se mencionan. El BTEE (N-benzoli-
L-tirosina etil ester) al 5 mM en buffer tris-HCI 44.4 mM pH 7.8 (sin CaCly) se diluyo

previamente en DMSO.
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La reaccion fue iniciada afadiendo 623 pl de buffer a la celda de cuarzo para llevar el
espectrofotometro a cero. Luego se agregaron 70 ul de sustrato y se leyo a 256 nm
cada 20 s por 2 min. Posteriormente se adicionaron 10 ul de extracto multienzimatico
de intestino de y de nueva cuenta, se obtuvo la absorbancia cada 20 s por 2 min. El
valor delta de absorbancia entre la reaccion catalizada y la reaccidn sustrato se tomo
para el calculo de la actividad, considerando un coeficiente de extincion molar de
0.906 ml pmol™ cm™. La actividad se defini6 como 1 pymol de tirosina liberada por

min.

Para determinar de la actividad de leucina aminopeptidasa, se utilizé el método
propuesto por Maraux et al. (1973). Se utiliz6 como sustrato leucina-p-nitroanilida al
1mM en buffer fosfato de sodio 50 mM pH 7.2. A 980 ul de sustrato se afiadieron 20
Ml de extracto multienzimatico de intestino. La mezcla fue incubada a 25 °C por 30
min y la reaccion se detuvo con acido acético al 30%. La lectura de la absorbancia
fue a 410 nm, definiéndose la actividad como la cantidad de enzima requerida para
obtener 1 ymol de alanina p-nitroanilida por minuto. Se consideré un coeficiente de

extincién molar de 8.2 ml pmol™ cm™.

La actividad de la carboxipeptidasa A, se obtuvo empleando el método de Folk &
Schilmer (1963). Hypuryl-L-fenilalanina, al TmM en tris-HCI 25 mM NaCl 500 mM pH
7.5 sustrato fue el utilizado para el ensayo. Se agregaron 600 pl de buffer
directamente a la celda de cuarzo. El espectrofotometro fue llevado a cero y se
adicionaron de sustrato y se monitoreo la absorbancia a 254 nm por cada 20 seg
durante 2 min. Seguidamente se incorporaron 5 pl de extracto multienzimatico de
intestino y se volvid a monitorear la absorbancia por 2 min, en lapsos de 2 seg. El
calculo fue computado de la misma manera que para la quimiotripsina. La actividad
fue definida como la formacion de 1 umol de acido hipurico por minuto. Se empled un

coeficiente de extincion molar de 0.36 ml umol™" cm™.
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Para evaluar fosfatasas acida y alcalina, se procedié de acuerdo con Bergmeyer
(1974). Se utilizaron 50 pl de extracto multienzimatico de intestino, para degradacion
del sustrato 4-nitrofosfato al 2% en buffer citrato de sodio 41.6 mM pH 4.0 (fosfatasa
acida); o buffer glicina hidréxido de sodio al 100mM pH 10,1 (fosfatasa alcalina). La
incubacion a 37 °C fue durante 10 min. Se defini6 la actividad como la cantidad de
enzima que produce un incremento de la absorbancia de 0.01 a 405 nm,

considerando un coeficiente de extincién molar de 17.5 ml pmol™” cm™.

Con miras a evaluar a-amilasa, se prosiguié segun Robyt & Whelan (1968). A 50 pl
de extracto multienzimatico (intestino y estdmago, por separado) de C. urophthalmus
se agrego solucion tampon citrato-fosfato pH 7, solucién de almidén 1% (después de
llegar a maximo hervor). La mezcla se incubo a 37 °C y se leyo a 600 nm. Se definio

una unidad como la cantidad de enzima que libera 1 mg de maltosa por minuto.

7.2.4. Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad de proteasas

Para determinar el efecto de estos factores sobre la actividad de proteasas, se
procedié del mismo modo antes descrito, solo que para el pH se utilizé un intervalo
entre 2 y 7 (proteasas acidas) y entre 8 y 12 (proteasas alcalinas), empleando
solucion de Stauffer (1989). El intervalo de temperatura empleado fue de 25 a 75 °C
para ambos tipos de proteasas. Para los ensayos del efecto de estos factores sobre
la estabilidad de proteasas, las muestras fueron por un lado, preincubadas a 25 °C
durante 0, 30, 60 y 90 min, para valores de pH 2,4, 6, 8 y 10 (proteasas acidas) y de
4, 6, 8, 10 y 12 (proteasas alcalinas). Por otro lado, las muestras fueron
preincubadas a temperaturas crecientes (25 <t (°C) < 75), durante 0, 30, 60 y 90 min
(efecto de la temperatura).
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7.2.5. Caracterizacién de proteasas mediante inhibicién bioquimica

La caracterizacion enzimatica de las distintas proteasas en juveniles de C.
urophthalmus, se desarrolld segun Dunn (1989). Para la caracterizacion de la
actividad proteasa acida se utilizd pepstatin A 1 mM. Con 20 pl de la solucion
concentrada de inhibidor se preincubaron con 20 ul de extracto multienzimatico
durante 1 h a 25°C. A continuacion, se determind la actividad residual del mismo
modo antes descrito. Se preincubaron 5 ul de extracto multienzimatico intestinal con
5 ul de los inhibidores utilizados en el ensayo, a 25°C por 1 h. La actividad residual

se determiné como antes se menciond con los extractos preincubados.

Los inhibidores usados fueron: fluoruro de fenilmetilsulfonilo 100 mM (PMSF), tosil-
lisina-clorometil cetona 10 mM (TLCK), inhibidor tripsico de soya 250 mM (SBTI),
tosil-fenilalanina-clorometil cetona 10 mM (TPCK), fenantrolina 10 mM (Fen),
ovoalbumina 250 mM (Ovo) y acido etilendiaminotetraacético 10 mM (EDTA). La
actividad residual se expres6 como el porcentaje de actividad respecto a un control
sin inhibidores (100% de actividad) para ambos casos. Cada ensayo se realizd por

triplicado.

7.2.6. Caracterizacion de proteasas mediante inhibicidn electroforética

La caracterizacién de proteasas se complementdé mediante electroforesis y el uso de
inhibidores. Se estudid la evolucion de las proteasas acidas y alcalinas con el
objetivo de cuantificar el numero de bandas de actividad enzimatica, asi como su
masa molecular y los tipos de proteasas que componen los extractos
multienzimaticos de C. urophthalmus. Para realizar este estudio, se preincubaron por
1 h los extractos multienzimaticos con los mismos inhibidores descritos
anteriormente, para después tomar una muestra de 20 pul y realizar la electroforesis.
En el caso de las proteasas acidas se corrio la electroforesis en condiciones nativas
(PAGE) y para las proteasas alcalinas la electroforesis se corri6 en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Guerrero-Zarate, 2010).
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7.3. RESULTADOS
7.3.1. Caracterizacidén enzimatica de juveniles

Los niveles de actividad enzimatica (U ml") de juveniles de C. urophthalmus se
pueden visualizar en la tabla 3. La proteasas acidas mostraron 2.7 + 0.7 y las
proteasas alcalinas de 10.6 £ 1.9. Las endopeptidasas tripsina y quimiotripsina
observaron actividades de 1.9 + 0.1 y 3.1 £ 1.4, respectivamente; en tanto que las
exopeptidasas aminopeptidasa y carboxipeptidasa A mostraron niveles de actividad
de 0.014 £ 0.009 y 1.3 £ 0.4, de manera respectiva. La actividad de fosfatasas acidas
fue de 0.0002 + 0.0001 y la de las alcalinas fue de 0.0009 £+ 0.0002. Por ultimo, las
amilasas en condiciones acidas y alcalinas mostraron 20.9 + 49 y 123 = 6.1,

respectivamente.

Tabla 3. Actividad de enzimas digestivas de juveniles de Cichlasoma urophthalmus.

ACTIVIDAD UmL”’ Ug” (tejido) U mg” (proteina)
Proteasas acidas 2.7£0.7 13.61£3.6 1.8£0.5
Proteasas alcalinas 10.6£1.9 53.2+9.4 3.1£0.5
Tripsina 1.9+0.1 12.1£0.4 0.52+0.02
Quimiotripsina 3.1x1.4 14.516.6 0.8+0.3
Leucina aminopeptidasa 0.014+0.009 0.07+£0.04 0.004+0.003
Carboxipeptidasa A 1.3t0.4 6.8+2.1 0.4+0.1
Fosfatasa acida 0.0002+0.0001 0.001£0.0003  0.0001+0.00002
Fosfatasa alcalina 0.0009+0.0002 0.005+0.001 0.0003+0.00005
a-Amilasa 12.316.1 61.6+30.4 3.5%£1.7
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7.3.2. Efecto del pH y preincubacién sobre la actividad y estabilidad de

proteasas

La actividad de proteasas por efecto del pH; asi como su estabilidad por efecto del
pH y el tiempo de preincubacidn se muestra en la figura 64. La actividad de
proteasas acidas mostro diferencias significativas (p < 0.05), cuyo valor éptimo se
observdé a pH 3, disminuyendo drasticamente conforme aumenta el valor del pH
(figura 64a). Para la estabilidad de proteasas acidas se encontraron diferencias
significativas, con los distintos valores de pH probados (p < 0.05), observandose un
aumento de la actividad residual conforme aumenta el tiempo de preincubacion
conforme el valor de pH disminuye, mientras que conforme el valor de pH aumenta,

la estabilidad de proteasas acidas disminuye (figura 64b).

Por otra parte, la actividad de proteasas alcalinas se vio afectada por el valor del pH
(p < 0.05) siendo esta actividad optima a un pH de 9 (figura 64c). A distintos valores
de pH, la actividad residual de proteasas alcalinas fue significativa (p < 0.05),
mostrando una alta resistencia a los diferentes valores de pH, incrementandolos
hasta por arriba del 650% en relacion al 100 % de actividad inicial, especialmente
para los valores de pH de 6 y 7 a partir de los 30 minutos de preincubacién, aunque
conforme el tiempo de preincubacion aumenta, la actividad residual disminuye

alrededor del 450% para los 60 y 90 minutos de preincubacion (figura 64d).
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Figura 64. Caracterizacion de proteasas. a) pH 6ptimo de actividad de proteasas acidas, b) Actividad
residual, para evaluar estabilidad de proteasas acidas, por efecto del pH y del tiempo de incubacién, c)
pH optimo de actividad de proteasas alcalinas, d) Actividad residual, para evaluar estabilidad de
proteasas alcalinas, por efecto del pH y del tiempo de incubacion.

7.3.3. Efecto de la temperatura y preincubacién sobre la actividad y estabilidad
de proteasas

El papel de la temperatura sobre la actividad de proteasas, se puede observar en la
figura 65. No existieron diferencias significativas en los valores de actividad de
proteasas acidas, por efecto de la temperatura (p > 0.05), sin embargo, se observa
que la mayor actividad fue obtenida a 55 °C (figura 65a). La estabilidad de proteasas
acidas fue muy alta para todas los tiempos de preincubacion para los 35 y 45 °C,
mientras que para la actividad residual

temperaturas mayores, disminuye

rapidamente (p < 0.05), especialmente al preincubar los extractos a 65 °C (figura
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65b). Para el caso de las proteasas alcalinas, la temperatura fue determinante, ya
que se encontraron diferencias significativas entre los distintos valores de actividad
enzimatica (p < 0.05), siendo el valor mas optimo de actividad a 55 °C (figura 65c).
La estabilidad de proteasas alcalinas a los cambios de temperatura muestran una
alta resistencia a los cambios (p < 0.05), especialmente a los 45 °C, alcanzando su
maximo valor después de 90 minutos, seguido de los 35 °C, después a los 55 °C; el
valor mas bajo se obtuvo al preincubar el extracto multienzimatico a los 65 °C (figura
65d).
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Figura 65. Caracterizacion de proteasas. a) Temperatura 6ptima de actividad de proteasas acidas, b)
Actividad residual, para evaluar estabilidad de proteasas acidas, por efecto de la temperatura y del
tiempo de incubacion, c¢) Temperatura 6ptima de actividad de proteasas alcalinas, d) Actividad
residual, para evaluar estabilidad de proteasas alcalinas, por efecto de la temperatura y del tiempo de
incubacion.
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7.3.4. Caracterizacién de proteasas por inhibicién bioquimica

En la tabla 4, se pueden apreciar los efectos de los distintos inhibidores, sobre la
actividad de proteasas alcalinas y acidas de C. urophthalmus, de modo respectivo.
La inhibicion de las proteasas alcalinas en C. urophthalmus mostré una alta inhibicién
al usar los inhibidores especificos como el TPCK, TLCK, EDTA y el inhibidor general
ovoalbumina (mayor al 80%); mientras que al usar los inhibidores generales como
PMSF y SBTI fue posible visualizar un grado de inhibicion de 58.6 y 43.8%,
respectivamente. La inhibicion con Pepstatin A (inhibidor de pepsina) en extracto

multienzimatico del estomago, la actividad disminuye en un 96%.

Tabla 4. Efecto de inhibidores sobre la actividad de proteasas.

Inhibidor Concentracion de inhibidor [mM] Actividad residual (%)
PMSF 100 414 +8.3

SBTI 250 56.2 +6.4

Ovo 250 124 +£1.6
TPCK 10 8115

TLCK 10 18.312.0

Fen 10 44 + 5.5

EDTA 10 141122

Pest A 1 40+11

PMSF = fluoruro de fenilmetilsulfonilo, SBTI = Inhibidor tripsico de soya, Ovo = Ovoalbumina, TPCK =
Tosil-fenilalanina-metil cetona, TLCK = Tosil-lisina-metil cetona, Fen = Fenantrolina, EDTA = Acido
etilendiaminotetracético, Pest A = Pestatin A
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7.3.5. Caracterizacién de proteasas por inhibicidon electroforética

En la figura 66a, en el extracto enzimatico del estbmago de C. urophthalmus (carril
Control) se observd una sola isoforma la cual se inhibe completamente al usar
pepstatin A (carril ClI). Al contrastar con pepsina porcina (carril P) y la pepsina
porcina inhibida con pepstatin A (carril Pl) se observa la desaparicion de la banda. En
lo que concierne a la figura 66b, es posible visualizar las bandas de proteasas por
efecto de inhibidores en extracto multienzimatico de intestino de C. urophthalmus, la
cual muestra la presencia de seis bandas, correspondientes a seis isoformas con
actividad proteolitica alcalina (carril Control), de 16.1, 21.5, 43.1, 72.1, 82.2 y 92.9
KDa. En presencia de ovoalbumina (carril Ovo) se inhiben las seis bandas. Al hacer
uso de los inhibidores SBTI (carril SBTI) y PMSF (carril PMSF), se inhiben todas las
bandas, salvo las de mayor peso molecular (82.2 y 92.9 KDa) y (92.9 KDa),
respectivamente. Con la fenantrolina (carril Fen), no se inhibieron ninguna de las
bandas, con excepcidén de la banda de menor peso molecular (16.1 KDa), mientras
que con EDTA (carril EDTA), se inhibieron la mayoria de las bandas, con excepcion
de las bandas que corresponden a los pesos moleculares mas extremos (16.1 y 92.9
KDa). Al utilizar los inhibidores especificos TPCK (carril TPCK) y TLCK (carril TLCK),
no resultaron inhibidas la mayoria de las bandas, salvo la de menor peso molecular
(16.1 KDa).
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Figura 66. Zimograma de proteasas acidas (a) y proteasas alcalinas (b) con accién de los inhibidores
respectivos sobre las isoformas de los extractos multienzimaticos de Cichlasoma urophthalmus. ClI:
Control con inhibidor Pestatina A, P: Pepsina de cerdo, Pl: Pepsina de cerdo con inhibidor Pestatina A,
PMSF: luoruro de fenilmetilsulfonilo, SBTI: Inhibidor tripsico de soya, TPCK: Tosil-fenilalanina-metil
cetona, TLCK: Tosil-lisina-metil cetona, Fen = Fenantrolina, Ovo: Ovoalbumina, EDTA: Acido
etilendiaminotetracético. M: Marcador de peso molecular (KDa): albimina de suero bovino (66 kDa),
albumina de huevo (43 kDa), Anhidrasa carbonica (29 kDa), tripsinégeno (24 kDa), Inhibidor de soya
tripsica (20 kDa).
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7.4. DISCUSION

La actividad enzimatica de proteasas intestinales (3.1+ 0.5U mg proteina™) en C.
urophthalmus, resulté ser mayor que la actividad derivada de proteasas estomacales
(1.8 + 0.5U mg proteina™). En su trabajo para determinar la relacién de la actividad
de proteasas con la talla, Klahan et al. (2009) revelaron cierta preponderancia de
proteasas intestinales (0.0204, intestino bajo; 0.0242, intestino superior, U mg
proteina™), con respecto a las pseudoestomacales (0.0135; U mg proteina™), en
tilapia Oreochromis niloticus, de habitos omnivoros. Kumar et al. (2007) encontraron
niveles de actividad de proteasas totales de 1.219 £ 0.059 U mg proteina™, 1.084 +
0.061 U mg proteina™ y 0.193 + 0.006 U mg proteina™, para Catla catla, L. rohita e
Hypophthalmichthys molitrix. Tales valores de actividad especifica, (peces
planctofagos), son visiblemente mas semejantes para C. urophthalmus, que con
relacion a los obtenidos por Klahan et al. (2009).

Estos resultados permiten suponer que las proteasas intestinales en peces
omnivoros y planctéfagos, pueden jugar un rol mas importante, que las proteasas
estomacales; mientras que en peces carnivoros como el bagre Pseudoplatystoma
corrucans, la actividad proteolitica alcalina en intestino, se encuentra mas limitada
que con relacion a la actividad proteolitica del estdmago (Lundstedt et al., 2004), lo
que ayuda a confirmar los habitos alimentarios de C. urophthalmus.

Paralelamente, las proteasas acidas en extractos multienzimaticos de estdmago de
C. urophthalmus, presentaron un maximo de actividad a pH 3, en tanto que las
proteasas alcalinas de extractos multienzimaticos intestinales, tuvieron un
desenvolvimiento de actividad maxima a pH 9. Jun-Cheng et al., (2006) encontraron
que los pH Optimos para proteasas acidas y alcalinas en juveniles del hibrido
Oreochromis niloticus X Oreochromis aureus, fueron 2 y 10.5, de manera respectiva,
lo cuales no distan demasiado a los encontrados en la presente investigacion. Sin
embargo, también es posible encontrar similitudes en peces de habitos eurifagos
carnivoros como en salmonidos, cuyas proteasas acidas trabajan optimamente a un
intervalo de pH de entre 1y 2, y en el pez eurifago carnivoro Scleropages formosus
cuyas proteasas alcalinas trabajan a un intervalo de pH 6ptimo, de entre 9 y 10;
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como sefalan Munilla-Moran &Stark (1990) y Natalia et al. (2004) de modo
respectivo. Lo anterior sugiere que la actividad optima de proteasas a un pH
determinado, no guarda relacion con los habitos alimentarios de la especie.

Por otro lado, las proteasas acidas permanecen estables a pHs alcalinos, pues
presentan actividad intermedia, a 30 minutos de preincubacion, aunque baja
considerablemente a temperaturas de preincubacion de 60 y 90 °C, lo que sugiere
que su capacidad proteolitica, aunque es Optima a pH acido, son relativamente
estables a pH alcalino, lo cual permite que las proteasas acidas actuen como
potenciales activadores de zimdgenos de proteasas alcalinas, secretados por el

pancreas al intestino (Nolasco-Soria, comunicacién personal).

La digestidn con proteasas alcalinas, toma lugar con la digestion de proteasas acidas
(Chakrabarti et al.,, 1995). Esto ha sido observado también en el pejelagarto
Atractosteus tropicus (Guerrero-Zarate, 2010) y en el atun Tunnus thynnus (Essed et
al., 2002), peces estrictamente carnivoros por lo que, los resultados demuestran que
C. urophthalmus presenta cierta tendencia a la carnivoria, en tanto que las proteasas
alcalinas mostraron amplia estabilidad a distintos valores de pH, en toda la escala de
pHs probados, lo que permite suponer la amplia plasticidad de éstas proteasas,

incluso todavia mayor a la de los peces eurifagos carnivoros.

La estabilidad de proteasas acidas a pHs que salen de su éptimo intervalo, puede
estar asociado a que C. urophthalmus es una especie, en la que no se tenga bien
delimitada una zonacion funcional digestiva. En los vertebrados superiores, la
actividad de las enzimas digestivas, esta restringida a distintas regiones del intestino,
mostrando una clara zonacién funcional, lo cual ocurre con la mayoria de los peces
(Lundstedt et al., 2004). Sin embargo, proteinasas con pHs éptimos de 5 y 8.5, han
sido encontrados en jugo gastrico de peces (Kuz'mina, 1991). En especies como
Sparus aurata se han encontrado proteasas alcalinas en estomago (Deguara, et al.,
2003).
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Con lo que respecta al factor temperatura, Jun-Cheng et al. (2006) también
determinaron la temperatura éptima para proteasas acidas y alcalinas en el hibrido
Oreochromis niloticus X Oreochromis aureus, encontrando condiciones optimas a 55
°C para ambos tipos de proteasas; lo cual guarda cierta similitud a las observadas en
proteasas acidas (65 °C) y alcalinas (55 °C) para C. urophthalmus. Aunque de
habitos eurifago carnivoros, la actividad de proteasas acidas y alcalinas en
Atractosteus tropicus presentan una temperatura Optima de 65%, segun reporta
Guerrero-Zarate (2010), por lo que, las temperaturas optimas para C. urophthalmus,

la sitian dentro de los intervalos encontrados para otras especies.

En lo que concierne a la estabilidad de proteasas alcalinas por efecto de la
temperatura, la estabilidad de proteasas acidas se ve reflejada por el poco efecto a
temperatura de incubacion a 45 °C, debido a que estas proteasas pierden poca
actividad (incluso a los 90 minutos de preincubacion), hecho que a partir de los 55
°C comienzan a experimentar pérdidas de 50% de actividad y mas cuando actuan a
65 °C; mientras que la estabilidad de proteasas alcalinas poco o nada se ve afectada
por la temperatura de preincubacion, asi como por la temperatura a la cual
desarrollan actividad proteolitica, salvo también a los 65 °C. La plasticidad
relativamente alta que observan las proteasas digestivas en C. urophthalmus,
posiblemente vaya de la mano con su amplio espectro de habitats.

El ciclido maya C. urophthalmus es una especie euritopica es decir, puede
encontrarse en cuerpos de agua dulce, salobres, manifestaciones carsticas de la
Peninsula de Yucatan, en los cuales esta especie puede crecer y colonizar, por lo
que la probable explicaciéon de esta amplia tolerancia ecologica estaria ligada a una
gran plasticidad de sus caracteristicas fisioldgicas (Chavez-Sanchez et al., 2000).
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De acuerdo con los resultados (U mg proteina™), la actividad de tripsina (0.52 +
0.02), estuvo ligeramente por debajo de la actividad de la quimiotripsina (0.8 + 0.3)
en C. urophthalmus. Tales resultados también han sido observados en especies con
habitos alimentarios cercanos a C. urophthalmus, como L. rohita, C. catla y H.
molitrix, en los que la actividad de quimiotripsina resulté ser mas alta que la actividad
de tripsina, en todos los casos Kumar et al. (2007). De acuerdo con Jonas et al.
(1983), la actividad quimiotripsina suele predominar en peces omnivoros.

Los resultados de inhibicion con pepstatin A por técnicas bioquimicas, confirman la
ausencia de bandas correspondientes a pepsina en gel PAGE, como el inhibidor de
pepsina, en estbmago de C. urophthalmus, y por ende, observa cierta tendencia
enzimatica propia de peces carnivoros. Tales resultados han sido encontrados para
peces omnivoros y carnivoros (Chiu & Pan, 2002). En lo que concierne a las
proteasas alcalinas, la inhibicion con ovoalbumina, y el PMSF, observa una
disminucién de la actividad casi total (mayor a 80% y 60%, respectivamente),

demostrando la importancia de la serin-proteasas en la digestién alcalina.

Jonas et al. (1983) destacaron una inhibicion importante de actividad de serin-
proteasas, en peces carnivoros y omnivoros, en presencia del PMSF; lo cual es
confirmado por la ausencia casi total de bandas en los geles SDS PAGE,
concretamente en el carril 1 (PMSF). A diferencia de la ovoalbumina que inhibe todas
las bandas, se logra apreciar una unica banda no inhibida por el PMSF, que
corresponde a una isoforma de 92.9 K, la cual probablemente corresponda a leucina-
aminopeptidasa. Wu et al. (2008) reportaron leucina-aminopeptidasa con un peso

molecular aproximado de 96 K para Pagrus major.

Las reacciones de inhibicion también mostraron que del extracto multienzimatico de
intestino de C. urophthalmus, la quimiotripsina observo casi el doble de inhibicidon
(con TPCK), que la observada por tripsina (con TLCK y SBTI), lo cual aporta un
elemento adicional cuando se sugiere que en peces eurifagos omnivoros como C.

urophthalmus, la quimiotripsina reviste mayor importancia que la tripsina.
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Por otro lado, estudios recientes con juveniles (como los del presente estudio),
indican un incremento en la importancia de la quimiotripsina, relativo a la tripsina en
larvas muy avanzadas en desarrollo, al tiempo que esta enzima puede ftriplicar la

actividad de la tripsina (Lazo et al., 2007).

Paralelamente, la presencia de metal proteasas (que dependen de iones metalicos
divalentes para su actividad) quedo evidenciado con la inhibicion de su actividad, en
al menos 50% (con fenantrolina) y en mayor medida con EDTA (10% de actividad
enzimatica inicial), lo que indica la importancia de este tipo de proteasas en la
digestion alcalina de C. urophthalmus. El empleo de éstos dos ultimos inhibidores en
otras especies de agua dulce como Afractosteus tropicus, han demostrado la
presencia de metalproteasas en su tracto digestivo, como concluyen Guerrero-Zarate
(2010).

En lo que toca a las técnicas electroforéticas con el gel PAGE SDS probadas en el
presente estudio, la presencia de bandas asociadas a casi todas las seis isoformas
presentes en extracto multienzimatico de intestino, (carriles 5 y 6), demostraron la
especificidad de los inhibidores TPCK y TLCK. Sin embargo, estos inhibidores de
quimiotripsina y tripsina, respectivamente, no resultaron del todo especificos ya que
no fue posible discernir entre una y otra endoproteasa, debido a que el TPCK 'y TLCK
inhibieron ambas la ultima banda correspondiente a la isoforma de menor peso
molecular (16.1 K) aunque es posible establecer un intervalo de pesos moleculares
de entre 16.1 y 21.5 K, para ambas endoproteasas.

De acuerdo con Castillo-Yafiez et al. (2004) reportaron un peso molecular de 25 K
para tripsina, en sardina Monterey Sardinops sagax caerulea, mientras que Heu et al.
(1995) encontraron 25.6 y 26.1 K, para tripsina y quimiotripsina, a partir de anchoveta
Engraulis japonica; y Chong et al. (2002) reportaron un intervalo de 19.2 a 21.8 K
para quimiotripsina en pez disco Symphysodon aequifasciata.
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La ausencia de varias bandas en el carril 9 (EDTA) salvo las correspondientes a
valores extremos (92.9 y 16.1 K), confirman los resultados obtenidos por técnicas
bioquimicas, que evidencian la presencia de metal proteasas en extracto
multienzimatico de intestino de C. urophthalmus. No obstante, la presencia de la
banda asociada a la isoforma de 16.1 K en el carril 9 (EDTA), y su ausencia en los
carriles TPCK y TLCK, pueden indicar que tanto tripsina como quimiotripsina, no
requieran de iones metalicos para su activacién. Sin embargo, la presencia de la
mayor parte de las bandas de las seis isoformas encontradas en el carril 7 (Fen),
demostro la alta especificidad del inhibidor 1, 10 fenantrolina, a la actividad de metal

proteasas, concretamente tripsina y quimiotripsina.

Las divergencias en el grado de inhibicion de estas endoproteasas, por la presencia
del 1, 10 fenantrolina y EDTA, pudieran ser debido a diferencias en el grado de
sensibilidad (de uno de los inhibidores), a la accidén del SDS presente en el gel, por lo
que se sugiere profundizar mas a este respecto. Por otro lado, el grado de inhibicién
de tripsina y quimiotripsina con 1, 10 fenantrolina y EDTA, puede variar con la

especie, como hacen suponer Heu, et al. (1995).

Los bajos niveles de exopeptidasas (carboxipeptidasa B y leucin aminopeptidasa)
detectadas en C. urophthalmus puede ser un indicativo de que, gran parte de la
digestion alcalina de proteinas, la realizan de manera conjunta las endopeptidasas y
metaloproteasas, que mostraron también un papel importante en intestino del pez
arowana S. formosus (Natalia et al., 2004). El rol de las exopeptidasas de C.
urophthalmus puede limitarse a degradar pequefias cadenas peptidicas cortas, para
liberacion de aminoacidos terminales, como sefialan Lopez-Ramirez et al. (2010),
una vez que pepsina, endoproteasas y metal proteasas, han efectuado gran parte de
la actividad proteolitica en la digestion de C. urophthalmus. Los resultados de
caracterizacion bioquimica y electroforética, confirmaron que C. urophthalmus es una
especie de habitos omnivoros, con potencial para degradar sustratos propios de una
especie carnivora, ya que presenta actividad especifica importante de proteasas

alcalinas, pero también una alta actividad de proteasas acidas.
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8. DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE INGREDIENTES PROTEINICOS
8.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la digestibilidad in vitro en condiciones acidas y alcalinas, de

ingredientes proteinicos de origen animal y vegetal, en juveniles de C. urophthalmus.

Determinar la concentracion de aminoacidos libres totales, en condiciones
alcalinas, de ingredientes proteinicos de origen animal y vegetal, en juveniles de C.
urophthalmus.

Seleccionar los ingredientes proteinicos con el mayor grado de hidrdlisis y
concentracion de aminoacidos libres, susceptibles de utilizarse en el disefio de dietas
inertes, para alimentacién de larvas de C. urophthalmus, a futuro.

8.2. MATERIAL Y METODOS
8.2.1. Obtencion de extractos multienzimaticos

La totalidad de los juveniles de C. urophthalmus fueron disectados en frio, a fin de
aislar estbmagos e intestinos de la masa visceral, para lo cual se obtuvo el peso
humedo por individuo y de cada o6rgano con una balanza analitica (Denver
Instrument APX-200, resolucion 0.1 mg). Los tejidos fueron homogenizados en un
macerador eléctrico (Ultra Turrax® lka T18 Basic), a razén de 1:5 (tejido/agua
destilada, p/v). Las mezclas fueron centrifugadas a 14,000 rpm, 4 °C por 30 min, en
una centrifuga (Eppendorf 5810-R, con rotor F45-3011). Se recuperaron los
sobrenadantes y se almacenaron a -20 °C, hasta su analisis posterior.
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8.2.2. Materias primas

Las materias primas y sus respectivos contenidos de proteina y humedad, se
muestran en la tabla 5. Las harinas de grano de maiz, maiz amarillo, trigo, sorgo,
carne de pollo y pasta de soya fueron obtenidas de la empresa GALMEX S.A. en
Villahermosa, Tabasco, México. Las harinas de carne de res, sangre porcina, carne
de cerdo, soya, gluten de maiz, pulido de arroz, plasma porcino, salvado de trigo,
sangre de res y pasta de canola fueron obtenidas de la planta de alimentos
Consorcio Super en Guadalajara, Jalisco, México. La harina de pescado vy el
hidrolizado de pescado fueron obtenidos de (Alimentos Pedregal S.A. de C.V.y CCP,
Noruega, respectivamente), la harina de carne de cerdo y de pollo se obtuvieron de
la empresa National Renderers Association, mientras que las harinas de harina de
pescado marca Aqua, de jaiba, camardn, calamar, carne y sangre de res se
obtuvieron de Proteinas Marinas y Agropecuarias S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco,
México; el gluten de trigo de Glutenes de México S.A. de C.V. Edo. Mex., Mexico, la
pasta de coco fue obtenida de la Unién de Copreros de Tabasco S.A. de C.V. en
Villahermosa, Tabasco, México y la harina de canavalia, fue obtenida en Teapa,
Tabasco, México. La sangre de res se obtuvo del rastro de Texcoco, Estado de
México. México.

Con el fin de conocer la cantidad de unidades de enzimas en extracto de estomago,
se hizo uso del método de Anson (1938), con las modificaciones que siguen. Se
formo la mezcla de reaccion con 1 ml de hemoglobina (al 1% en tampdn glicina-HCI
100 mM, pH 2) y 20 ul de extracto multienzimatico de estdmago de C. urophthalmus.
La mezcla fue incubada a 25 °C por 30 min. La reaccion se detuvo con 500 ul de
acido tricloroacético (TCA) al 20% y se dejo en reposo a 4 °C por 15 min. Las
muestras por triplicado, fueron centrifugadas a 12000 rpm, (Eppendorf 5810-R, con
rotor F45-3011).
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Tabla 5. Contenido de proteina y de humedad de los ingredientes proteinicos.*

Ingrediente CP (%) CH (%) CL (%)
Harina de camardén 28.0 5.0 2.0
Harina de jaiba 30.0 4.9 1.0
Harina de carne de cerdo 15.5 6.9 13.5
Harina de pollo 58.4 6.1 13.5
Harina de sangre de res (Prieto) 72.0 4.4 <1.0
Harina de carne de res (rastro) 46.5 7.4 <1.0
Pasta de coco 18.0 0.8 ND
Harina de pescado (Acua) 56.0 3.4 12.0
Harina de carne y visceras de pollo 60.0 5.12 13.0
Harina de sangre de res 64.0 4.8 <1.0
Harina de pescado 64.1 4.8 15.0
Harina de pollo 65.0 4.5 13.5
Harina de maiz amarillo 8.8 13.6 ND
Harina de grano de maiz 9.8 11.2 ND
Pasta de soya 49.2 6.0 ND
Harina de calamar 75.0 5.0 7.0
Harina de trigo 124 12.8 ND
Harina de canola 37.0 14.0 ND
Hidrolizado de pescado 72.0 8.0 8.0
Salvado de trigo 14.8 11.8 ND
Harina de sangre de cerdo 80.0 10.0 ND
Harina de sangre de res (Texcoco) 64.0 5.0 ND
Pulido de arroz 12.8 10.9 ND
Harina de soya 46.8 11.6 0.5
Harina de canavalia 30.0 8.5 ND
Harina de sorgo 8.9 14.0 ND
Gluten de trigo 75.0 10.0 1.0
Hemoglobina 90.0 2.0 <1.0
Caseina 90.0 2.0 1.2
Harina de plasma porcino 78.0 9.0 ND
Gluten de maiz 61.5 94 ND

*Frias-Quintana et al., (2010)
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Los sobrenadantes fueron recuperados y diluidos con agua destilada (1:10) para la
lectura de la absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro (Jenway 6405
UV/Visible), utilizando celdas de cuarzo de 1 cm de paso de luz, definiéndose una
unidad de actividad como la cantidad de enzima que cataliza la liberacién de 1 pg de

equivalentes de tirosina por minuto.

Para determinar la actividad de extracto multienzimatico de intestino, se utilizo el
meétodo de Kunitz (1947), modificado por Walter (1984). Se utilizé 1 ml de caseina de
Hammarstein (ICN Biomedicals No. 101289, Aurora OH USA) al 1% en solucion
tampon Tris-HCI (100 mM, pH 7.5) como sustrato de 5 yl de extracto multienzimatico
de intestino de C. urophthalmus. La mezcla se incubé a 25 °C por 30 min. La
reaccion fue terminada con 500 pl de TCA al 20%. Para el centrifugado (Eppendorf
5810-R, con rotor F45-3011, 25 °C por 10 min) y lectura de absorbancias de
muestras a 280 nm, para de igual manera obtener la cantidad de equivalentes de
tirosina liberada por reaccion hidrolitica. Para los métodos de actividad proteolitica
acida y alcalina, se utilizo6 un ensayo testigo, donde se afadi6 el extracto
multienzimatico, hasta después de parar la reaccion con TCA al 20%. Ambos valores
de actividad especifica, se tomaron como base para el calculo del volumen de
extractos multienzimaticos, tanto para la hidrélisis acida como alcalina, de
ingredientes proteinicos. Para el calculo de concentracion de proteina en extractos,
se utilizé el método de Bradford (1976), con una curva estandar de albumina bovina.
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Digestibilidad in vitro en condiciones acidas y alcalinas

Un total de 29 ingredientes proteinicos de origen animal y vegetal (tabla 5), fueron
puestos a hidrolizar en un sistema pH Stat Titrino (Metrohm, 718, Suiza), de acuerdo
con Saunders et al., (1972), modificado por Dimes & Haard (1994), para evaluar su
grado de hidrdlisis (GH, %). Los ensayos de digestidn acida, se realizaron en un
volumen final de 5 ml de la mezcla de reaccién. Cada ingrediente de prueba se
resuspendié en solucién acuosa, razén de 8 mg de proteina mL™", en agua destilada,
ajustando el pH a 2 con HCI 1 N. La digestion se inicié con 10 yL de proteasa de
extracto multienzimatico de estbmago de mojarra castarrica C. urophthalmus en fase
juvenil (conteniendo 0.03 U de proteasa acida). Se utiliz6 a la hemoglobina como

ingrediente de referencia.

Para el caso de la digestion alcalina, los ensayos se realizaron en un volumen final
de 5 ml de la mezcla de la reaccién. Cada ingrediente de prueba se resuspendio a
razon de 8 mg de proteina ml™ en agua destilada, ajustando el pH a 7.5 con NaOH 1
N. La reaccion se inicié con 110 yL de extracto multienzimatico de intestino de C.
urophthalmus en fase juvenil (conteniendo 1.2 U de proteasa alcalina), y caseina
Hammerstein como ingrediente de referencia. Al inicio y término de 900 y 2700 s de
digestion acida y alcalina de ingredientes proteinicos, se tomaron muestras de
mezcla hidrolizada respectivamente. La unidad de tiempo previa a la adiciéon de
extracto multienzimatico, fue definida como el tiempo cero. Las muestras fueron

conservadas a -20°C, para la determinacién posterior de aminoacidos libres totales.
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8.2.4. Determinaciéon de aminoacidos libres totales (ALT) en condiciones acidas

y alcalinas

Las muestras parcial y totalmente hidrolizadas, fueron puestas a reaccionar con
reactivo o-phtaldialdehido (OPA) de acuerdo con Church (1983), que consiste en la
union de los grupo amino de los aminoacidos, con el OPA. Para realizar lo anterior,
20 pl de mezcla hidrolizada fueron fijados con TCA al 12% para los ensayos con
reaccion quimica con OPA (80 mg de OPA en 1 ml de metanol, 0.2 ml de f-
mercaptoetanol, 50 ml de tetraborato de sodio al 0.1 M y 5 ml de SDS al 20%, y
disueltos en 100 ml de solucion con agua destilada). Se obtuvo lectura de la
absorbancia a 340 nm. La (ALT de la mezcla de reaccion en ug ml™, se evalué segin
una curva patrén con I-leucina (0.5 mg ml™) con concentraciones crecientes de 0 a

20 pg ml™. Los ensayos fueron llevados a cabo por triplicado.
8.2.5. Analisis estadistico

Los datos que cumplieron los supuestos de normalidad y homocedasticidad (GH y
ALT alcalinos), fueron analizados con pruebas ANOVA paramétricas de una via y de
Duncan, para establecer diferencias significativas entre grupos de prueba y de
referencia. Por otro lado, con la finalidad de aproximar su distribucién a la normalidad
y reducir la heterogeneidad de varianzas entre grupos, los valores GH acidos fueron
sometidos a la transformacion de la forma: X'=[raiz cuadrada(X+1)+0.375]/[raiz
cuadrada(X)+15], donde, X' es el valor GH-ésimo transformado y X es el valor GH-
ésimo en crudo. Para los valores ALT acidos, que no cumplieron los supuestos
basicos (aun con transformaciones), las diferencias significativas se establecieron
con una prueba de comparaciones multiples no paramétrica de Kruskal-Wallis y las
diferencias entre los tratamientos fueron detectadas con la prueba a posteriori de
Nemenyi (Zar, 1998). Para el computo de todas las pruebas estadisticas se empleo
el programa Statistica™ v8 usando un valor de significancia de 0.05.
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8.3. RESULTADOS

8.3.1. Grados de hidrdlisis de ingredientes proteinicos (GH)

Los grados de hidrolisis acida, de los 29 ingredientes proteinicos de prueba y de
hemoglobina, ingrediente de referencia, se pueden apreciar en la tabla 6. La
hemoglobina, mostré un GH de 2.2 + 0.5. El mayor GH encontrado fue el de la harina
de camardn, con un valor de 30.9 + 9.7. Es posible visualizar que la mayoria de
ingredientes proteinicos de prueba observan un GH mayor al de la hemoglobina,
salvo las harinas de plasma porcino y gluten de maiz, cuyos GHson 2.1+ 0.5y 0.6 +
0.3, de manera respectiva, siendo éste ultimo el menor GH encontrado, de todos los
ingredientes de prueba. Se encontraron diferencias significativas entre casi todos los
ingredientes de prueba, con relacion al de referencia (p < 0.05), excepto con pulido
de arroz, harina de soya, harina de canavalia, harina de sorgo, gluten de trigo, harina
de plasma porcino y gluten de maiz, (p > 0.05). Todos GH de los ingredientes de
prueba que resultaron ser significativos, se encontraron por arriba del GH del
ingrediente de prueba.

En la tabla 7, se indican los valores GH para los 29 ingredientes proteinicos y el de
referencia (caseina Hammerstein), en condiciones alcalinas. La caseina observo un
GH de 6.9 + 1.8. El GH de la harina de carne de cerdo resulté ser el mas alto, con
31.6 = 2.2, mientras que el GH de la harina de jaiba, fue la mas baja, con 2.2 + 0.7.
Por otro lado, se hallaron diferencias significativas entre la caseina y los ingredientes
de prueba, harinas de carne de cerdo, de sangre de res (Texcoco), de carne y
visceras de pollo, de pollo Nacional, de pasta de coco, de pescado (Pedregal), de
pescado (Acua), de sangre de res, de sangre de res (Prieto), de carne de res, de
pescado, de soya y de canola (p < 0.5), cuyos valores GH se situaron por arriba del
GH ingrediente de prueba.
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Tabla 6. Grados de hidrélisis (GH) acida, de los ingredientes proteinicos de prueba e ingrediente de
referencia (hemoglobina), concluida su digestibilidad in vitro.

Ingrediente GH (%) Digestibilidad relativa (%)
Harina de camarén* 30997 1404.5
Harina de jaiba* 23.1+15.8 1050.0
Harina de carne de cerdo (NRA)* 22.0+5.2 1000.0
Harina de pollo (Nacional)* 149+57 677.3
Harina de sangre de res (Prieto)* 11.6+1.1 527.3
Harina de carne de res (rastro)* 10.8+4.6 490.9
Pasta de coco* 10415 472.7
Harina de pescado (Acua) * 104 +4.7 472.7
Harina de carne y visceras de pollo* 96+1.8 436.4
Harina de sangre de res* 8.8+4.7 400.0
Harina de pescado (El Pedregal) * 8.3+0.6 377.3
Harina de pollo* 82+12 372.7
Harina de maiz amarillo* 7.7+1.8 355.0
Harina de maiz grano* 7.3+53 331.8
Pasta de soya* 6.9+4.1 313.6
Harina de calamar* 6.9+24 313.9
Harina de trigo* 6.4+27 290.9
Harina de canola* 6.2+4.1 281.8
Hidrolizado de pescado* 6.1+1.8 277.3
Salvado de trigo* 50+0.9 227.3
Harina de sangre porcina*® 49+0.8 222.7
Harina de sangre de res (Texcoco)* 43+0.2 195.5
Pulido de arroz 40+1.8 181.2
Harina de soya 39+1.9 177.3
Harina de canavalia 34+1.6 154.5
Harina de sorgo 27+23 122.7
Gluten de trigo 23+0.2 104.5
Hemoglobina 2205 100.0
Harina de plasma porcino 21205 95.5
Gluten de maiz 06+0.3 27.3

*Ingredientes proteinicos, cuyos GH &acidos presentan diferencias significativas (p > 0.05), con
respecto al ingrediente de referencia (hemoglobina).
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Tabla 7. Grados de hidrélisis (GH) alcalina, de ingredientes los proteinicos de prueba e ingrediente de
referencia (caseina), concluida su digestibilidad in vitro.

Ingrediente GH (%) Digestibilidad relativa (%)
Harina de carne de cerdo (NRA)* 31622 458.0
Harina de sangre de res (Texcoco)* 26.7+2.2 386.9
Harina de carne y visceras de pollo* 227143 329.0
Harina de pollo (Nacional)* 219+1.6 317.4
Pasta de coco* 216+5.2 313.0
Harina de pescado* 212+ 3.6 307.2
Harina de pescado (Acua) * 211145 305.8
Harina de sangre de res (rastro)* 16.1+0.4 233.3
Harina de sangre de res (Prieto)* 147124 213.0
Harina de carne de res* 146+0.5 211.6
Harina de pollo* 14.0+4.6 202.9
Hidrolizado de pescado* 128124 185.5
Harina de soya* 11.9+11 172.5
Harina de canola* 109+77 158.0
Harina de maiz grano 10.6 £ 4.1 153.6
Harina de calamar 104+28 150.7
Pulido de arroz 89+438 129.0
Gluten de trigo 8.3+6.3 120.3
Gluten de maiz 8.3+17 120.3
Harina de sangre porcina 82+17 118.8
Harina de maiz amarillo 82+24 118.8
Caseina 6.9 +1.8 100.0
Harina de sorgo 6.2+3.3 89.9
Harina de camardn 59+1.8 85.5
Harina de plasma porcino 55%+1.0 79.7
Pasta de soya 54+28 78.3
Harina de canavalia 53120 76.8
Harina de trigo 4.8+3.3 69.6
Salvado de trigo 3.5+2.0 50.7
Harina de jaiba* 22+0.7 31.9

*Ingredientes proteinicos, cuyos GH alcalinos presentan diferencias significativas (p > 0.05), con
respecto al ingrediente de referencia (caseina).
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8.3.2. Concentracion de aminoacidos libres totales (ALT)

La tabla 8, muestra los valores ALT acidas, de los 29 ingredientes de prueba y su
referente, la hemoglobina. De ésta ultima se obtuvo un valor ALT de 1293.1 + 24.1 ug
ml™, valor que se situd por encima de todos los ingredientes de prueba. El valor ALT
que le sigui6 fue el correspondiente a harina de sangre de cerdo, con 1018 + 53.5 ug
ml™". El valor ALT menor obtenido fue para la harina de sangre de res (Prieto), con
2044 + 2.7 uyg ml". Los valores ALT que fueron significativos, con relacién al
ingrediente de prueba figuraron el gluten de trigo y la harina de sangre de res (Prieto)
(p > 0.05). En la tabla 9 es posible observar los valores ALT alcalinas, de los 29
ingredientes de prueba y la caseina Hammerstein, empleada como referente, la cual
mostré un valor ALT de 943.3 + 14.7 ug ml™. El valor ALT mayor observado, fue el de
la harina de carne y visceras de pollo, con 1587.8 + 13.0 ug ml”', mientras que el ALT
menor, correspondié al gluten de trigo, con 449.6 + 8.3 pyg ml". Las diferencias
significativas fueron evidentes entre el ingrediente de referencia con respecto a los
de prueba: harina de carne y visceras de pollo, de trigo, de camarén, de jaiba, de
pescado (Pedregal), pulido de arroz, hidrolizado de pescado, de sangre porcina, de
carne de cerdo, de pollo, de canola y de sorgo (p > 0.05). Tales ingredientes
observaron valores ALT por encima del de referencia.
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Tabla 8. Concentracion de aminoacidos libres (ALT), de los ingredientes proteinicos de prueba e
ingrediente de referencia (hemoglobina), concluida su digestibilidad in vitro acida.

Ingrediente ALT (ug ml")
Hemoglobina 1293.1 £ 24.1
Harina de sangre porcina 1018.7 £ 53.6
Harina de plasma porcino 8144 +13.8
Harina de carne y visceras de pollo 7939+ 211
Harina de sorgo 759.3+7.1
Harina de canavalia 613.9+10.6
Harina de maiz grano 600.5+ 8.3
Pasta coco 591.9+4.1
Harina de calamar 569.9 + 31.1
Harina de canola 545.5 + 30.0
Pasta soya 456.7 £ 32.0
Salvado de trigo 441.8+£13.0
Harina de maiz amarillo 4355+8.3
Pulido de arroz 430.0 £ 16.1
Harina de pescado (Acua) 428.4 +£8.3
Harina de trigo 4143 +7.6
Harina de pollo 4119+ 27
Harina de jaiba 404.8 £ 19.2
Hidrolizado de pescado 3915+125
Gluten de maiz 3419+ 85
Harina de carne res 322.3+6.8
Harina de camardén 3199+ 13.6
Harina de carne de cerdo (NRA) 310.5+33.0
Harina de pescado (Pedregal) 293.2+7.2
Harina de soya 2924 +6.2
Harina de sangre de res (rastro) 287.7+24
Harina de sangre de res (Texcoco) 273.5+24
Harina de pollo (Nacional) 263.3+7.2
Gluten de trigo* 241.3+5.9
Harina de sangre de res (Prieto)* 204.4 +2.7

*Ingredientes proteinicos, cuyos ALT acidos presentan diferencias significativas (p > 0.05), con
respecto al ingrediente de referencia (hemoglobina).

120



Tabla 9. Concentracion de aminoacidos libres (ALT), de los ingredientes proteinicos de prueba e
ingrediente de referencia (caseina), concluida su digestibilidad in vitro alcalina.

Ingrediente ALT (ug ml™)
Harina de carne y visceras de pollo* 1587.8 £ 13.0
Harina de trigo* 1442.4 £ 12.1
Harina de camarén* 1237.3+13.6
Harina de jaiba* 1142.2 £ 19.2
Harina de pescado (Pedregal) * 1105.2+ 14.2
Pulido de arroz* 1101.3+10.8
Hidrolizado de pescado* 1098.1 £ 19.6
Harina de sangre porcina* 1070.6 £ 17.8
Harina de carne de cerdo (NRA)* 1013.2+20.3
Harina de pollo* 1007.0 £ 14.7
Harina de canola* 992.8 £+ 7.1

Harina de sorgo* 976.3+6.2

Caseina 943.3+14.7
Harina de pollo (Nacional) 9401 +214
Harina de sangre de res (Texcoco)* 878.8+14.2
Harina de pescado (Acua) * 8199+14

Harina de sangre de res (rastro)* 7939+ 134
Salvado de trigo* 7829+ 125
Harina de canavalia* 774.3 + 16.6
Glaten de maiz* 742.8 + 18.9
Harina de calamar* 719.6 + 11.8
Harina de sangre de res (Prieto)* 662.7 + 17.8
Pasta soya* 641.4+4.7

Harina de soya 589.6 + 11.8
Pasta coco* 5746 +11.9
Harina de plasma porcino* 573.8+7.6

Harina de carne res* 572.3+9.5

Harina de maiz amarillo* 542.4 + 13.1

Harina de maiz grano* 5274 £11.9
Gluten de trigo* 449.6 £ 8.3

*Ingredientes proteinicos, cuyos ALT alcalinos presentan diferencias significativas (p > 0.05), con
respecto al ingrediente de referencia (caseina).
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8.4. DISCUSION

Los métodos de digestibilidad in vitro para evaluar GH en peces marinos y mas
recientemente en peces dulceacuicolas, permiten complementar técnicas
convencionales de digestibilidad in vivo, por lo que cobran importancia capital cada
vez mayor, en el estudio de la capacidad digestiva de los peces cultivados. Los
meétodos in vitro para evaluar digestibilidad de proteinas son necesarios, debido a
que suelen ser mas rapidos y baratos que los métodos in vivo, y permiten una
evaluacion mas precisa del porcentaje de enlaces peptidicos totales hidrolizados de
fuentes de proteina, utilizando cantidades minimas de materiales crudos (Grabner,
1985).

En condiciones acidas, los ingredientes proteinicos de prueba de origen animal,
como la harina de camaron, de jaiba, de carne de cerdo, de carne de res, de sangre
de res, de carne y visceras de pollo y de pescado (Acua), observaron valores GH
muy por arriba del ingrediente de referencia (hemoglobina), en presencia de extracto
multienzimatico de estbmago de C. urophthalmus. No obstante que la especie objeto
de estudio es un pez omnivoro, en otros trabajos se ha observado que estos
ingredientes resultaron tener valores GH significativamente mayores que la
hemoglobina, en presencia de extractos estomacales de pejelagarto Atractosteus

tropicus (Frias-Quintana et al., 2010), un pez de agua dulce del Sureste de México.

Sobresale el hecho de que entre estos ingredientes de prueba, figuren subproductos
de la industria avicola y ganadera del Sureste de México (sangre de res y visceras
de pollo), que frecuentemente son eliminados en cuerpos de agua de la region, lo

qgue los hace meritorios de mas estudios.
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Son notorios también los valores GH, de ingredientes proteinicos de origen vegetal,
como la harina de maiz amarillo y la pasta de coco, obtenidos en condiciones acidas.
Esta documentado el empleo de harina de maiz, en el disefio de dietas artificiales de
otras especies omnivoras como el pacu Piaractus mesopotamicus, el pejerrey
Odontesthes bonaeriensis y el pez rohu L. rohita, aunque su inclusion a altos niveles
en la dieta, puede llevar a una sobreacumulacién de glicoégeno en higado (Pérez et
al., 2003; Debnath et al., 2007), por lo que es necesario elaborar mas estudios,
acerca de la harina de maiz, y mas tratandose de un insumo abundante y de menor

costo, con respecto de las fuentes de proteina animal.

En lo que concierne a los GH de ingredientes proteinicos de prueba en condiciones
alcalinas, sobresalieron la harina de carne de cerdo, de sangre de res (Texcoco), de
carne y visceras de pollo, de sangre de res (Prieto), de pollo (Nacional), de pescado
(Purina), de pescado (Acua), de carne de res, e hidrolizado de pescado para el caso
de los ingredientes de origen animal, que fueron significativamente mayores al
ingrediente de referencia (caseina). Sin embargo, Frias-Quintana et al. (2010)
obtuvieron valores GH mas infimos en estos ingredientes, salvo para la harina de
carne y visceras de pollo, en presencia de extractos de estbmago e intestino de A.

tropicus.

Es posible que lo anterior pueda ser explicado por las divergencias de habitos
alimentarios en una y otra especie, y por consiguiente su maquinaria enzimatica,
durante la hidrdlisis alcalina. A este respecto, precisamente Frias-Quintana et al.
(2010) revelaron que gran parte de la digestiébn de ingredientes proteinicos en A.
tropicus, se lleva a cabo en el estomago (y no en intestino).

En cuanto a los ingredientes proteinicos de origen vegetal, la harina de soya, de
canola y pasta de coco, observaron los GH mas acentuados. La harina de soya, junto
con la harina de carne y visceras de pollo y las harinas e hidrolizados de pescado,
han mostrado aceptables valores GH en condiciones alcalinas en la dorada S.
aurata, el pez disco Symphysodum aequifasciata, la cabrilla arenera P.
maculatofasciatus, y el rébalo blanco C. undecimalis (Alarcon et al., 2002; Chong et
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al., 2002; Alvarez-Gonzalez, 2003; Concha-Frias, 2007), aunque habria que tomar en
consideracion que se trata de especies marinas y mas de habitos carnivoros, lo que
puede implicar ciertas diferencias en la composicién enzimatica de los extractos

crudos intestinales, respecto de la de C. urophthalmus.

La harina de soya es un ingrediente ampliamente utilizado en dietas artificiales para
peces tanto marinos como dulceacuicolas, en tanto que la harina de canola posee
aproximadamente un 36% de proteina cruda (Naczk et al., 1998), es rica en lisina y
aminoacidos sulfurados (Uppstrom, 1995). Sin embargo, es necesario considerar su
inclusion en dietas artificiales en acuacultura, ya que la canola contiene taninos,
glucosinolatos, acido fitico y elevados niveles de fibra, que actuan como factores
antinutrientes ( Bell, 1993). En cuanto a la harina de coco, puede ser una fuente de
proteina y acidos grasos insaturados a considerar, al menos para C. urophthalmus.
Mas aun, mostré altos niveles GH en ambas fases de la hidrdlisis, ademas de que es
un insumo de mucho menor costo que las fuentes de proteina de origen animal,

siendo ademas muy abundante en el Sureste de México.

Por otro, lado las técnicas que se basan en la reaccion del o-pthaldialdehido con los
aminoacidos, en presencia de mercaptoetanol (Nielsen et al., 2001), son otra
herramienta util que permiten complementar los estudios de digestibilidad in vitro.
Con lo que respecta a los valores ALT que resultaron de la hidrdlisis acida de
ingredientes proteinicos, destacan la harina de sangre porcina, de plasma porcino,
de carne y visceras de pollo como ingredientes de origen animal, seguidos de la
harina de sorgo, de canavalia, maiz de grano, de canola y de pasta de coco.

No obstante que los valores ALT de estos ingredientes, no revelaron diferencias
significativas respecto del ingrediente de referencia, es necesario poner énfasis que
las harinas de carne y visceras de pollo, de sangre porcina, maiz grano, de canola y
de pasta de coco, observaron valores GH intermedios durante la fase acida, lo que le
puede hacer un objeto de mas estudios, como fuentes potenciales de proteina para

C. urophthalmus.
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No asi con las harinas de plasma porcino, de sorgo y de canavalia que obtuvieron
GH acidos bajos. En condiciones alcalinas, los ALT mas relevantes y que a su vez
observaron valores GH alcalinos significativamente por arriba del ingrediente de
referencia, correspondieron a la harina de carne de cerdo, de carne y visceras de
pollo, de canola e hidrolizado de pescado, que por consiguiente es posible
considerarlos como fuentes potenciales de proteina para C. urophthalmus. Son
menos meritorias de considerarse las harinas de trigo, de camardn, de jaiba, de
sorgo y pulido de arroz, puesto que presentaron valores GH alcalinos bajos.

Son escasos los estudios en lo que se refiere a la evaluacion de ALT, de ingredientes
proteinicos que se probaron en el presente estudio. Es posible comparar el valor ALT
de la harina de carne y visceras de pollo (631.2 + 3.6 y 1830.8 + 9.5 pyg ml”,
condiciones acida y alcalina respectivamente), que encontraron Frias-Quintana et al.
(2010) en A. tropicus, mientras que los ALT de C. urophthalmus que se obtuvieron en
la presente investigacion fueron 7939 + 21.1 y 1587.8 * 13.0 pg ml”",
respectivamente; lo que refleja cierta similitud en los ALT de ambas especies.

Aunque A. tropicus es de habitos carnivoros, C. urophthalmus es una especie
omnivora, con cierta tendencia a la carnivoria (Chavez-Lomeli et al., 1989). Por otro
lado, cabe hacer hincapié el hecho de que en condiciones alcalinas, se observaron
varios valores ALT por encima del referente (caseina), en contraste con el referente
(hemoglobina) que obtuvo el mayor valor ALT, en condiciones acidas. Es posible
notar también que, fueron mas valores ALT alcalinos que resultaron estar por encima
de los 1000 ug ml”. Lo anterior puede ser un indicador de que, gran parte del
proceso digestivo de ingredientes proteinicos, se efectua en intestino de C.
urophthalmus, lo cual también pudiera ser confirmado por la mayor concentracion de
proteasas alcalinas, con relacion a la concentracién de proteasas acidas encontradas

en este estudio.
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No obstante los valores GH y ALT, de ingredientes de prueba harina de sangre
porcina, de calamar, de maiz amarillo, de maiz de grano no presentaron diferencias
significativas, con lo que respecta a la caseina, utilizada como referente en la
hidrolisis alcalina, si resultaron ser significativos, y estar por encima de la
hemoglobina, referente de la hidrdlisis acida. Resulta relevante observar en
condiciones acidas, el hecho que la hemoglobina haya mostrado uno de los valores
GH mas moderados de los 29 ingredientes probados, en contraste con su valor ALT.
Ello puede implicar la realizacién de mas estudios para corroborar estos resultados.

En general, de los 29 ingredientes de prueba que presentaron valores GH y ALT
significativamente mayores a los ingredientes referentes (hemoglobina/caseina), al
término de la hidrolisis acida y alcalina, fueron la harina de carne y visceras de pollo,
de carne de cerdo, de canola, pasta de coco e hidrolizado de pescado. De entre
éstos, vale la pena mencionar a la pasta de coco, por ser un ingrediente abundante
la mayor parte del afio en el Sureste de México, ademas de ser menos costoso, que
las harinas de pescado y otras fuentes de proteina de origen animal, probadas en los
ensayos. Cabe mencionar también que, muchos de los ingredientes probados en el
presente estudio, obtuvieron valores GH (acidos y alcalinos) aun por encima de los
valores GH de las harinas de pescado (Pedregal) y de pescado (Acua).

Es menester no pasar por alto que, insumos como las visceras de pollo (junto con su
carne), la sangre porcina y de res (subproductos de deshecho de la industria
ganadera y avicola), cuyas harinas observaron valores, ya sea GH o ALT, incluso
algunos por arriba de los ingredientes referentes, puedan ser objeto de mas estudios,
con el fin de considerarseles, como fuentes potenciales de proteina para el cultivo de
C. urophthalmus, aunque cuando solo hayan observado altos valores GH (acidos o
alcalinos) y no en sus respectivos valores ALT, o viceversa. En la presente
investigacion se encontraron valores GH y ALT de gran parte de ingredientes
probados, que pueden suponer la realizacidn de estudios posteriores de sustitucion
parcial de harina de pescado en dietas experimentales, como fuentes potenciales de

proteina alternativos, hacia el disefio de dietas inertes para C. urophthalmus.

126



9. DISCUSION GENERAL

9.1. Cambios morfofuncionales durante la ontogenia inicial

Los resultados histolégicos y moleculares de la presente investigacion, confirman en
lo general que C. urophthalmus es una especie de rapido desarrollo morfologico,
estructural y funcional, durante su ontogenia inicial. Los mecanismos basicos de
desarrollo son similares en todos los peces teledsteos, aunque existe cierto grado de
diversidad en los embriones libres recién eclosionados en cuanto a los tiempos de
desarrollo y crecimiento y funcionalidad de las células especializadas, tejidos y
organos (Kjarsvik et al., 2004). Aunque en la eclosién de C. urophthalmus, el tracto
digestivo consistio de un tubo recto indiferenciado, como ocurre en la gran mayoria
de los peces de ontogenia indirecta hasta ahora estudiados, es altamente relevante
el hecho de que esta especie presente apertura bucal a los 2 dde. No menos
relevante es la presencia de células mucosas en bucofaringe, esofago e intestino,
que a los 3 dde ya pueden desempefiar su funcion lubricante y de proteccion
antibacteriana (Gisbert et al., 2004).

Es trascendente la aparicion de granulos de zimégeno en embriones libres recién
eclosionados de C. urophthalmus, como precursores de actividad de quimiotripsina y
tripsina, aunque los primeros picos de actividad se detectaron a los 3 y 13 dde,
respectivamente, segun Lopez-Ramirez et al. (2013). Esta aparicion precoz de
granulos de zimégeno ha sido observada también en Melanogrammus aeglefinus
(Hamlin et al., 2000). Algunos autores consideran el pancreas funcional cuando
aparecen los granulos de zimégeno en las células acinares (Darias et al., 20006).
Aunado a esto, a los 3 dde se detectd notoria expresion génica de a-amilasa, lipasa
dependiente de sales biliares (como indicadores de un pancreas en proceso de
desarrollo), y en grado menor de expresion, fosfatasa alcalina, como indicador de
cierta funcionalidad de enterocitos, en un intestino en formacién, como asi lo

constatan los estudios histolégicos a esta edad.
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Cabe puntualizar también que la visible expresion de enzimas digestivas como lipasa
dependiente de sales biliares y a-amilasa; y el pico de quimiotripsina a los 3 dde
(Lopez-Ramirez et al., 2010), resultaron sincronicos con la apertura de la boca en C.
urophthalmus, a los 2 dde. Tal sincronia de eventos fueron encontrados también en
Pseudopleuronectes americanus (Murray et al., 2003).

En general, al inicio de la alimentacion exdgena (entre los 5-6 dde), el tracto digestivo
(bucofaringe, esofago e intestino) y glandulas accesorias se apreciaron
completamente diferenciadas en C. urophthalmus, con excepcidén del estomago, el
cual complementa su diferenciacion entre los 11 y 14 dde, como ocurre con otros
peces ciclidos: Oreochromis niloticus y Petenia splendida (Morrison et al., 2001;
Trevifio et al., 2011), respectivamente. Tal grado de desarrollo se vio acompafnada
por los picos de actividad de enzimas digestivas encontradas en C. urophthalmus,
por Lopez-Ramirez et al., (2010), a los 13 dde.

También sobresale la disposicion de remanencias energéticas de origen enddgeno
hasta los 16 dde (a la par de un estdmago muy desarrollado), ya que de acuerdo con
los resultados histologicos, se apreciaron indicios microscopicos de saco vitelino a
esa edad, a pesar de que la alimentacion exégena comenzé a partir de los 6 dde. Lo
anterior pudiera facilitar la transicion de régimen alimenticio (el cambio de alimento
vivo a artificial) y puede disponer a C. urophthalmus de mas tiempo para aceptar
alimentos inertes a temprana edad.

A este respecto, en su estudio de actividad de enzimas digestivas, durante la
ontogenia inicial de C. urophthalmus, Lopez-Ramirez et al., (2010) determinaron que
esta especie tiene la capacidad digestiva de aceptar alimentos inertes a los 13 dde;
lo cual concuerda con la presencia de un estomago provisto de glandulas gastricas
posiblemente ya funcionales a los 14 dde (de acuerdo a los resultados histologicos
de la presente investigacion), lo cual se puede sustentar por el hecho de que a partir
de los 9 dde, se comenzaron a distinguir mucopolisacaridos neutros (con funciones

protectoras de la autolisis estomacal, por la actividad de jugos gastricos y de
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pepsina, secretadas por las glandulas gastricas) en la mucosa interna del estomago
en diferenciacion. Adicionalmente, Lépez-Ramirez et al. (2010) encontraron un pico
de proteasas acidas a los 13 dde, lo que refuerza la idea de la funcionalidad de las
glandulas gastricas a esta edad.

Paralelamente, entre los 6 y 8 dde, C. urophthalmus muestra deposicion de lipidos
en intestino anterior y posterior y su baja disposicion en higado durante el periodo de
consumo de Arfemia, sugieren un correcto balance entre el consumo de lipidos
dietarios, requerimientos nutricionales larvarios y capacidades digestivas (Boglino et
al.,, 2012). Sin embargo, tras el cambio de alimento vivo a inerte los depdsitos
lipidicos se incrementan considerablemente en los hepatocitos, no asi en intestino, lo
que sugiere que la absorcion de lipidos por los enterocitos intestinales no excede su
tasa de sintesis de lipoproteinas y el transporte de lipidos al higado (Olsen et al.,
1999), resultando en un higado graso (Gisbert et al., 2008). Concurrentemente, los
analisis moleculares mostraron una expresion génica progresiva de lipasa
dependiente de sales biliares, hasta los 30 dde, aunque esta tendencia pudiera verse
influenciada en parte, por eventos transcripcionalmente programados, o bien como

una posible respuesta a la alta cantidad de lipidos de reserva.

Otro aspecto que reviste importancia en la ontogenia inicial de C. urophthalmus, es la
clara sincronia encontrada entre un estomago diferenciado por completo hacia los 19
dde (regionalizado en estomago cardiaco, fundico y pildérico), un considerable
aumento de la expresidon génica de lipasas dependientes de sales biliares (segun los
estudios moleculares) a partir de los 20 dde; asi como delos mayores pico de
actividad de tripsina y proteasas acidas, encontrados alrededor de los 20 dde en C.
urophthalmus, de acuerdo con Loépez-Ramirez et al. (2010). Tales indicios
morfofuncionales, marcan el fin del periodo larvario y consecuente inicio del periodo
juvenil en C. urophthalmus, sobre todo los evidentes signos de maduracion de las
glandulas gastricas, a partir de los 14 dde.
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Es de hacer notar también la presencia un pancreas ya casi diferenciado a la
eclosion, lo cual se reflejé6 en una prominente expresién génica tanto de a-amilasa
como de lipasa dependiente de sales biliares a los 3 dde. Sin embargo, es meritorio
también hacer notar un incremento sostenido de la expresion génica de a-amilasa,
de los 20 a los 30 dde, Tal incremento de expresidn amilasica, resulté acorde con la
presencia de un estomago estructural y funcionalmente diferenciados (incluyendo la
presencia de glandulas gastricas funcionales), lo cual fue sincronico con un pancreas
plenamente funcional. Ambos eventos son indicadores de maduracidén del sistema
digestivo (Darias et al., 2006).

No obstante, C. urophthalmus no muestra un decremento de la expresion de a-
amilasa, como ocurre con peces como Paralichthys olivaceus (Tanaka et al., 1996);
Dicentrarchus labrax (Zambonino-Infante y Cahu, 2001); Pagrus pagrus (Darias et
al., 2006) hacia los 30 dde, edad a la cual ya existe un pancreas plenamente
desarrollado y funcional. Lo anterior puede indicar que no necesariamente pueda
existir una correlacidn entre decrementos de la expresion génica de a-amilasa, con
un sistema digestivo maduro, ya que C. urophthalmus siempre experimentd un

aumento progresivo en la expresion de esta enzima pancreatica.

Por otro lado, los resultados de similitud de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas
con otras especies como O. niloticus y Maylandia zebra, demuestran que los genes
que codifican para la expresion de enzimas digestivas de C. urophthalmus, son

altamente conservadas.
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9.2. Bioquimica y digestibilidad in vitro en juveniles

Los resultados de caracterizacion bioquimica y electroforética, muestran que C.
urophthalmus dispone de un amplio espectro dentro de su maquinaria enzimatica,
que la hace una especie de habitos omnivoros, con potencial para degradar
sustratos propios de una especie carnivora, ya que presenta actividad especifica
importante de proteasas alcalinas, pero también una alta actividad de proteasas
acidas, lo que la hace ser una especie carnivora oportunista, como puntualizaron

Lépez-Ramirez et al. (2010).

De acuerdo con los resultados de la presente investigacion, la amplia diversidad en
el acervo enzimatico de C. urophthalmus, pudieran permitirle degradar una amplia
gama de ingredientes proteinicos; lo cual, aunado a sus altas tasas de crecimiento y
sobrevivencia, resistencia al manejo en cautiverio, alta fertilidad y resistencia a
enfermedades (Alvarez-Gonzéalez, comunicacion personal), hacen de C.
urophthalmus, una especie con alto potencial de cultivo, como también sefalan
Chavez-Lomeli et al. (1989) y Martinez-Palacios & Ross (1994).

Asi lo confirman también los estudios de digestibilidad in vitro, ya que las harinas de
carne y visceras de pollo, de cerdo y pasta de coco, sobresalen como las fuentes
potenciales de proteina, que puedan figurar como componentes no convencionales
de alimentos inertes para C. urophthalmus, a nivel juvenil. Cabe mencionar que la
pasta de coco es una materia prima que se encuentra disponible la mayor parte del
afno en el Sureste de México, ademas de ser un insumo barato, con relacion a
muchas otras fuentes proteinicas de origen animal, como la misma harina de

pescado.
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Es necesario hacer notar que otros ingredientes proteinicos de prueba, como las
harinas de sangre de res, que observaron GHs aceptables, puedan ser
considerados, juntos a las fuentes proteinicas arriba mencionadas, como meritorias
de llevar a cabo un mayor numero de estudios (con miras de disefio de alimentos
inertes), debido a la problematica que representan en estas regiones del pais, pues
subproductos de deshecho de la industria ganadera (como la sangre de res), son
vertidos directamente a los cuerpos de agua, convirtiendose en agentes

eutroficadores en estos ecosistemas.

De modo mas general, el conocimiento de la dinamica ontogénica en peces
teledsteos es fundamental para entender los cada vez mas indicadores de los
eventos cruciales del proceso de maduracion digestiva, que a su vez propicie el
disefio de alimentos inertes, principalmente en los periodos iniciales de vida de
especies de valor comercial y la de aquellas especies con potencial de cultivo. Es
menester comprender por tanto, los cambios a nivel embrionario, y larvario (o alevin)
de manera integral ya que muy pocos estudios hasta ahora han hecho uso de
indicadores varios (histologicos, moleculares, bioquimicos, histoquimicos, entre
otros), hacia un entendimiento mas integral de los cambios relevantes durante la

ontogenia inicial en peces teledsteos.
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10. CONCLUSIONES

10.1. Cambios morfofuncionales durante la ontogenia inicial

1.

10.2.

El lapso de transicion del periodo larvario a juvenil en C. urophthalmus, tiene
lugar entre los 14 y 19 dde, donde en el primer caso, el estbmago muestra
glandulas gastricas posiblemente funcionales y en el segundo caso, el
estbmago experimenta la regionalizacidon en estbmago cardiaco, estbmago

fundico y estbmago pilorico.

Por consiguiente, muy posiblemente C. urophthalmus esta en condiciones
digestivas para aceptar un alimento inerte desde los 14 dde, cuando las
glandulas gastricas no solo estan presentes en el estbmago, sino que ya

puedan estar plenamente diferenciadas y funcionales.

Bioquimica y digestibilidad in vitro en juveniles

Los resultados bioquimicos confirman que el acervo enzimatico de C.
urophthalmus, es propio de una especie eurifaga omnivora con tendencia

carnivora, esto es, con tendencia a la carnivoria oportunista.

Con base a lo anterior, C. urophthalmus puede disponer de la capacidad
digestiva para aceptar alimentos inertes, en cuya formulacién puedan incluirse
fuentes proteinicas como la carne y visceras de pollo, carne de cerdo, sangre
de res, pasta de coco y sorgo; materias primas que resultan ser abundantes

todo el afio y por su costo relativamente barato, en el Sureste de México.
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11. RECOMENDACIONES
11.1. Cambios morfofuncionales durante la ontogenia inicial

Es necesario continuar los estudios de expresion génica de otras enzimas digestivas
(que no fue posible secuenciar en los ensayos de expresion génica), durante la
ontogenia inicial de C. urophthalmus. La enzima pancreatica tripsina reviste
importancia capital, debido a que este tipo de estudios pueden coadyuvar a
esclarecer mas aun su dinamica en los primeros dias de la eclosion de C.
urophthalmus, y permitiria corroborar los hallazgos de Lopez-Ramirez et al. (2010) y

los resultados histologicos, en la presente investigacion.

Estos estudios no solo son trascendentes en los primeros dias tras la eclosion, sino
también en la transicién entre el periodo larvario y juvenil, aportando un elemento
importante a lo que acontece con la expresion génica de tripsina, en este lapso de
tiempo ontogénico. Es posible encontrar posibles sincronias que en otros estudios se
han encontrado en lo que concierne a cambios morfofuncionales, de expresion y
actividad enzimatica de tripsina, utilizados a menudo como indicadores de desarrollo
morfofuncional. No menos importante, es la expresidn génica de las enzimas
intestinales leucin-aminopeptidasa y peptidasa citosoélica, que puedan brindar mayor
informacion acerca de los cambios morfofuncionales en intestino, durante la

ontogenia inicial de C. urophthalmus.

Es altamente meritorio abordar de manera integra, la exploracion de los cambios
morfofuncionales durante la ontogenia inicial de los peces, utilizando al menos dos
tipos de herramientas (v.g. histologia y bioquimica) y cotejar a su vez con otras mas
(v.g. la expresion génica de enzimas). Mas importante aun, explorar primordialmente
la morfologia y estructura (histologia); y de manera posterior, la funcion (bioquimica,

técnicas moleculares, endocrinologia, y mas).
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11.2. Bioquimica y digestibilidad in vitro en juveniles

Para probar ingredientes proteinicos, es recomendable llevar a cabo los ensayos de
digestibilidad in vitro en condiciones alcalinas, inmediatamente después de los
realizados en condiciones acidas, de manera que la simulacion del proceso digestivo,
resulte ser lo mas fidedigno e integramente posible a las condiciones naturales en los

peces. La digestion acida y alcalina, no son del todo excluyentes.

Para determinar actividad especifica enzimatica, se recomienda verificar que las
unidades de los coeficientes de extincion utilizados en las ecuaciones, sean
compatibles con las unidades de las demas variables y de este modo, el calculo de la
actividad especifica no resulte sesgado.

Finalmente, con los resultados obtenidos sobre el perfil de enzimas digestivas,
caracterizacion bioquimica y de digestibilidad in vitro en juveniles C. urophthalmus,
es posible disponer de varios elementos para el diseio de alimentos inertes, que
contribuyan a potenciar el cultivo de esta especie neotropical. Por consiguiente, otro
paso crucial consistiria en realizar un disefio experimental, que permita desarrollar
ensayos de caracter biotécnico, donde el papel de la cantidad y composicion de
ingredientes proteinicos de origen animal y vegetal (principalmente aquellos que
observaron altos valores GH y ALT), resulten en la obtencion de un alimento inerte,
que atienda la capacidad y fisiologia digestiva de larvas y juveniles de C.
urophthalmus. No pasar por alto que las condiciones de cultivo juegan un rol no
menos preponderante.
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