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RESUMEN: El uso de los probidticos en la acuacultura ha cobrado interés en los Ultimos afios. En el presente
estudio se evallia €l potencial probidtico de levaduras en €l desarrollo del tracto digestivo en la etapa larvaria
de dos especies importantes: la lubina europea, Dicentrarchus labrax y la cabrilla arenera, Paralabrax
maculatofasciatus. Se eligieron 10 cepas de levaduras y se seleccionaron aguellas que presentaran una
produccién de poliaminas importante y una buena capacidad de adhesion al intestino de laslarvas del pez. La
produccién de poliaminas se cuantificd por HPLC en las levaduras mediante cromatografia de alta resolucion
(HPLC). Para estudiar la adhesion de levaduras al intestino de larvas, se utilizo €l marcgje celular con DTAF
(5-([4,6-dichlorotriazin-2-Y L]amino)- fluorescein) y la observacion por microscopia de fluorescencia. Se
observé que la cepa HF1 (Debaryomyces hansenii) y la X2180 (Saccharomyces cerevisiae) produjeron més
espermidina y espermina, y mostraron la mejor capacidad de adhesién a intestino de la lubina,
respectivamente. Las levaduras seleccionadas se incluyeron a alimento de larvas de la lubina europea para
conocer € efecto en su crecimiento, sobrevivencia y actividad enzimética digestiva. Las larvas aimentadas
con la dieta que contenia la cepa HF1, experimentaron un aumento del 8.3% en la sobrevivencia, pero no asi
para el aumento de peso con la dieta de referencia. Se observo que laactividad amilasa secretada de pancreas,
asi como aguella obtenida de los cocientes entre fosfatasa acalina, maltasa y leucin-aminopeptidasa y la
enzima citosolica leucin-alanin aminopeptidasa, se incrementan en el dia 27 paralas larvas alimentadas con
la cepa HF1, y, posteriormente, se igualan los valores de actividad con respecto a la dieta de referenciaen €
dia 42. Este comportamiento sugiere la maduracion tempranadel sistema digestivo en larvas alimentadas con
la cepa HF1. Finamente, se cuantificd e mRNA de lalipasa, tripsinay fosfolipasa mediante la técnica de
RT-PCR, para conocer la expresion de los genes de estas enzimas como respuesta a estimulo alimenticio
elaborado con levaduras. Como producto de este trabgjo, se identificd y se registré una secuencia que
pertenece a una lipasa en el banco EMBL - (European Bioinformatics Ingtitute) con e No. de acceso
AJ275976 y se obtienen los primeros datos del uso de levaduras productoras de poliaminas en la maduracion
del tracto digestivo de larvas de pez.
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INTRODUCCION

El cultivo de peces marinos se ha convertido en una actividad creciente que se apoya principa mente de
los criaderos para e suministro de larvas aimentadas generamente con aimento vivo durante su
primer mes de vida (Zambonino-Infante y Cahu, 1999). La secuencia de alimentacion se basa
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principalmente en rotiferos (Brachionus plicatilis) y Artemia salina durante los primeros 20-25 dias de
cultivo, continuando con una combinacion del aimento vivo con alimento seco hasta completar €
destete (Kolkovski et al. 1997a). La alimentacion exdgena principia pocos dias antes de la absorcién
completa del vitelo mientras que & alimento comienza a ser digerido en un sistema poco desarrollado
(Gatesoupe, 1993).

Desde hace afios, se ha creido que las larvas de peces no poseen las enzimas necesarias para digerir las
dietas compuestas y que la digestion del aimento vivo se redliza por autdlisis de estos
microorganismos en d tracto digestivo (Zambonino-Infante y Cahu, 1999); por otro lado, también
algunos autores han sugerido que las larvas de peces no pueden asimilar las dietas compuestas debido a
la insuficiente actividad enzimatica (Lauff y Hofer, 1984) y que puede ser compensada por la actividad
enzimética del alimento vivo (Dabrowski y Glogowski, 1977). Recientes resultados demuestran que la
actividad enzimatica de larvas aimentadas con dietas compuestas y con alimento vivo es similar
(Zambonino-Infante y Cahu, 1994a). De igual forma, e hecho de sustituir completamente & aimento
vivo por dietas compuestas se obtiene la misma sobrevivencia 'y crecimiento (Péres et al. 1997). En la
busqueda de encontrar sustitutos del alimento vivo paralaindustria del cultivo de larvas de peces, se ha
despertado un enorme interés por € uso de los probidticos como suplementos de los alimentos vivos y
elaborados para la acuacultura, y de megorar los rendimientos en e cultivo de larvas bgjo un esquema
de cultivo amigable con € ambiente (Gatesoupe, 1999). Especia atencion se ha puesto en aquellos
microbios que contrarrestan la invasion de patdégenos y aumentan la salud del hospedero a incrementar
su resistencia contra éstos, y en agquellos también que aporten moléculas de importancia fisioldgica para
el hospedero (Tovar et al., 20008). Desde un amplio sentido, € término de probidtico se aplica a
aquellos microbios que son administrados de tal manera que entran a sistema gastrointestinal del
hospedero, y que se mantienen vivos con la finalidad de aportar salud (Gatesoupe, 1999). Sin embargo,
consideramos importante hacer alusién a las moléculas que son aportadas por € microorganismo y que
desempefian una funcién benéfica para e hospedero, participando en su desarrollo o cubriendo alguna
necesidad fisiolGgica.

Como gemplo podemos citar las poliaminas, moléculas presentes en todas las células vivas y que son
requeridas principalmente en aquellos tejidos con ato recambio celular y de crecimiento (Bardocz,
1993). Entre las poliaminas podemos citar a la putrescina (NH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH>), espermidina
(NHz-CHz-CHz-CHz-NH-CHz-CHz-CHz-CHz-NHz) Yy espermina (NHz-CHz-CHz-CHz-NH-CHz-CHz-
CH,-CH2-NH-CH,-CH,-CH,-NHy). Hasta la fecha, se han descrito algunas de las funciones que
desempefian en los seres vivos, sin embargo, alln no se tiene elucidado completamente su mecanismo
funcional en la cdlula. Se sabe que son esenciales para € crecimiento y proliferacion celular. Se han
descrito también, funciones especificas como inespecificas dentro del ciclo de replicaciéon celular, tales
como € control e iniciacion de la traduccion de proteinas, estabilizacion de la molécula del RNA,
estimulacion de la asociacion de las subunidades ribosomales y estimulacion de la sintesis del DNA 'y
RNA (Bardocz, 1993).

Desde € punto de vista de su aplicacion, las poliaminas se han utilizado para inducir € desarrollo del
tracto digestivo de mamiferos (Buts et al. 1993; Buts et al. 1994; Dufour, et al. 1988) y de peces (Péres
et al. 1997). Se ha demostrado que la poliaminas juegan un papel importante en el desarrollo de tracto
grastointestinal  de mamiferos, incluyendo pancreas, higado e intestino (Bardocz, 1995; Buts et al.
1993), y que & suministro de 0.33% de espermina en las etapas larvarias de Dicentrarchus labrax, se
incrementa la subrevivencia hasta un 33 % con respecto a la dieta control, libre de poliaminas (Péres et
al. 1997).
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Se sabe que durante las primeras cinco semanas de vida de los peces marinos, se llevan a cabo
numerosos cambios funcionales y morfologicos en su sistema digestivo (Péres et al. 1997), por lo que
es de suma importancia € conocer los factores que regulan € desarrollo, crecimiento y sobrevivencia
delas larvas en este periodo critico. Para este fin, se esta estudiando el uso de levaduras productoras de
poliaminas como inductoras de la maduracion del sistema digestivo de las larvas de la lubina europea
Dicentrarchus labrax (Tovar et al. 2000a,b), pez de alto potencial econdmico en Europa (FAO
Fisheries Circular, 1986-1995; Josupeit, 1995) y de la cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus .

El proposito de este estudio, es conocer e efecto de levaduras seleccionadas por su produccién de
poliaminas y su adherencia a tracto digestivo de peces, en € desarrollo del sistema digestivo de la
lubina europea. D. labrax y de la cabrilla arenera P. maculatofasciatus.

MATERIALES Y METODOQOS
Microorganismos

Las cepas de levaduras evauadas en este estudio por su produccién de poliaminas y capacidad de
adherencia d intestino de D . labrax, seenlistanenlaTabla 1.

Tabla 1. Cepas de levaduras utilizadas en este estudio

Cepa Observacion/Referencia
Rhodotorula glutinis Aidlada de peces/Andlid et al.
Saccharomyces cerevisiae CBS 7764 Aidlada de peces/Andlid et al.
Debaryomyces hansenii J26 Cepa de coleccion Univ. Goteborg

Saccharomyces cerevisiae CBS 7765 Aidlada de peces Andlid et al., 1993
Debaryomyces hansenii HF1, CBS 8339 Aislada de peces/Andlid et al. 1993

Saccharomyces cerevisiae Cepa de coleccion Univ. Goteborg

Saccharomyces cerevisiae X2180 Cepa de coleccion Univ. Goteborg

CepaAY1 Aislada de abuldn, no identificada

Saccharomyces cerevisiae 7835* Aidlada de paciente-Byron et al. 1995

Candida albicans* Aislada de catéter de paciente (SSA LaPaz, B.C.S))

* Seincluyeron dos cepas consideradas patdégenas como referencia.
Medios de cultivo y crecimiento de las levaduras

La reactivacion de las levaduras se llevé a cabo en medio liquido YPD y las cinéticas de crecimiento se
[levaron a cabo en medio de cultivo liquido YNB DIFCO. Como parametro de crecimiento se
consideré € aumento en densidad Optica (550 nm) a 200 rpm y 25 °C. La excepcion fue Candida
albicans cuyo crecimiento se llevo a cabo en tubos de ensaye y se midid su crecimiento por peso Seco.
Se hizo esta excepcion porque durante su crecimiento forma agregados y requiere de mayor agitacion.

Método de extraccion de poliaminas biogénicas

El método de extraccion y deteccion de poliaminas se llevé a cabo de acuerdo a Mallé et al. (1996). Se
utilizd acido perclérico para su extraccion y la dansilacion para la deteccion de las poliaminas por
HPLC en un aparato LKB-LCC 2552 de PHARMACIA unicord SlI, y detector de fluorescencia
GILSON mod. 121. Se usd una columna SUPELCOSIL SIGMA-ALDRICH LC-18-DB, de 25 cm de
largo, 5 pum de didmetro. Se utiliz6é un flujo de 1 mI/min con una concentracién de agua/acetronitrilo de
acuerdo alos tiempos y porcentges descritos por Malle et al. (1996). Para cuantificar las poliamians se
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realizo una curva esténdar con putrescina, espermidinay espermina (SIGMA, Co) y € estandar interno
1, 3-diaminopropano (SIGMA).

Marcaje de levaduras

Para observar la adhesion de las levaduras a intestino de las larvas de D. labrax, se reaiz6 un marcaje
con DTAF de acuerdo a Sherr et al. (1987). Se obtuvieron los intestinos de larvas y se incubaron con
las levaduras marcadas durante 2 h a 37 °C.

Potencial de adhesion de levaduras marinas productoras de poliaminas, al tracto digestivo de larvas
de D. labrax

El estudio de adhesidn se llevd cabo con las levaduras enlistadas en la seccién de produccion de
poliaminas. Después de haber evaluado la produccion de poliaminas en las 10 diferentes cepas, se
procedié a estudiar su capacidad de adherirse d tracto digestivo de larvas de D. labrax de 41 dias de
edad. Los segmentos de intestino fueron puestos en buffer de fosfatos pH 7.4, posteriormente se
adiciond € cultivo de las levaduras marcadas con DTAF. Los segmentos fueron incubados durante 30
minutos a temperatura ambiente y después se lavaron 3 veces con buffer de fosfatos. Una vez que
concluy6 e tiempo de incubacion, se evalud la cantidad de levaduras por campo adheridas por
microscopia de fluorescencia (40X).

Efecto del alimento PL17 para D. labrax enriquecido con dos cepas de levadura (D. hansenii HF1 y
S. cerevisiae X2180) seleccionadas por su adhesién y produccion de poliaminas

Las levaduras D. hansenii (HF1) y S. cerevisiae (X2180), seleccionadas por su capacidad de adhesién
al intestino de las larvas y produccién de poliaminas, fueron incorporadas a aimento PL17 cuya
composicion basal esta patentada (Pat. 99-050449) y contiene, 58.4% de proteina, 21.3% de lipidos,
(11.6% lipidos neutros y 7.8% de fosfolipidos), 12.2% de cenizas relativas a la materia seca y la
humedad fue de 9.8%. El tamafio del aimento fue de 120-200um del dia 10 a 20 después de la
eclosion y 200-400 um del dia 20 en adelante).

Las levaduras fueron crecidas hasta su fase logaritmica, se concentraron por centrifugacion y luego
resuspendidas en agua destilada estéril, para ser adicionadas a alimento por aspersion en proporcion de
0.9 mL de suspension celular (equivalente 67.5x10% UFC para D. hansenii HF1 y 63x10* UFC para S.
cerevisiae X2180) por gramo de alimento. La cantidad de células de D. hansenii cepa HF1 adicionada
al aimento, produce 21.93 nM de espermidina, 8.07 nM de espermina y 7.75 nM de putrescina,
mientras que S. cerevisiae X2180 produce 2.76 nM de espermiding, 6.36 nM de esperminay 1.36 nM
de putrescina. Después de adicionar la suspensiéon de levaduras, € alimento fue secado en una estufa a
37 °C durante 45 min. La suspension celular fue amacenada en refrigeracion (4°C) después de
preparar € adimento para las larvas y la sobrevivencia de las levaduras fue medida durante su
almacenamiento.

Cultivo larvario y alimentacién de D. labrax

El experimento se llevo a cabo en e laboratorio himedo de la Unidad Mixta de Nutricion de peces
INRA-IFREMER, Centro Brest, Francia. Las larvas se consiguieron en la empresa Aquanord, Franciay
arribaron a la estacion en un estado prelarvario, es decir, sin haberse llevado a cabo la abertura de la
boca. Se mantuvieron en la oscuridad hasta el dia 9 sin aimento. Fueron crecidas por 41 dias en
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estanques de fibra de vidrio de 35 L™ de capacidad a una densidad inicia de 60 organismos L™. La
temperatura se mantuvo a 13 °C desde € inicio y se incrementd progresivamente a 20 °C en € dia 9
después de su eclosion. La salinidad fue de 34 g L™ y laintensidad luminosa fue de 9 Wm a partir de
laida 15 de cultivo. Los niveles de oxigeno se mantuvieron por arriba de 6mg L™. Fueron cultivadas en
agua de mar filtrada en un filtro de arena 'y pasada por un calentador de tungsteno y desgaseada en una
columna con anillos de pléastico. Las larvas se dimentaron continuamente con un distribuidor
automético de bandas, verificandose la ingesta por microscopio estereoscopico. Para cada régimen
alimenticio, se utilizaron cuatro réplicas incluyendo un control sin levaduras.

Sobrevivencia y peso de las larvas

La sobrevivencia se calculé por € numero inicid y final de larvas, expresdndose como %. Se tomé en
cuenta también € ndmero de larvas muestreadas para |os ensayos enzimaticos y extraccion de RNA. El
peso de las larvas fue obtenido del muestreo de 10 larvas por estangue, los dias 5, 16, 22, 29, 36 y 42
de cultivo.

Efecto del alimento suplementado con levaduras sobre la actividad enzimatica digestiva de larvas de
D. labrax

Durante € crecimiento larvario (dia 27) y a fina del experimento (dia 41), las larvas fueron colectadas
por la mafiana (8:30) antes de ser aimentadas y amacenadas a -80 °C, hasta su proceso. Para la
diseccion de larvas y obtencion de homogenados se utilizd la metodologia descrita por Cahu vy
Zambonino-Infante (1994). De los extractos obtenidos, se ensayaron las enzimas pancreaticas tripsina
(Holm et al. 1988) y amilasa (Mé&ais y Bieth, 1968). De igual forma, ambas enzimas fueron
ensayadas en € intestino para conocer la cantidad secretada. De las membranas con borde de cepillo se
ensayaron la enzimas fosfatasa alcalina (PAL) (Bessey et al. 1946), leucin-aminopeptidasa (LAP)
(Maroux et al. 1973), y la enzima citosdlica leucin-aanin-peptidasa (leu-ala) (Nicholson y Kim, 1975).
La actividad de las diferentes enzimas se refirio como actividad especifica (miliunidades’ mg de
proteina) y la determinacion de proteinas se realizd por e método de Bradford (1974) usando albumina
sérica bovina como esténdar. Las membranas con borde de cepillo se obtuvieron de acuerdo a (Cahu y
Zambonino-Infante, 1994; método modificado de acuerdo a Crane et al.1979).

Elaboracion de sondas de cDNA para la deteccion de la lipasa primaria de larvas y adultos de D.
labrax

Los oligonucleotidos ("primers’) se disefiaron de los segmentos mas conservados del resultado del
alineamiento con los MRNA de nuestro interés, registrados en los bancos de secuencias con acceso en
la siguiente pagina de Internet: http:/Awvww.infobiogen.fr/services/deambul um/fry.

La extracciéon del RNA se llevé a cabo en larvas recién colectadas (8:30) en ayunas y adultos. Para la
extraccion de RNA total se utilizd el segmento pancredtico utilizando € protocolo de extraccion que
acompafia a reactivo de TRIZOL™ de GIBCO Life Sciences. Del RNA total se tomaron 5 g para ser
trascritos a cDNA utilizando la transcriptasa inversa del virus de la leucemia murinasmaloney (MMLYV)
de acuerdo alas instrucciones del kit READY TO GO de Amersham Pharmacia Biotech Inc., NJ, USA.
La amplificacion del cDNA se llevé a cabo usando la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Lareaccion se llevé a cabo en 50 pL conteniendo 0.66 pg del cDNA, 0.2 U de Tag polimerasa
(Amersham), 100 pM de dNTP's, 50 pmoles de cada primer, 1X del amortiguador de la reaccion
(Amersham) y agua destilada estéril hasta completar 50 pL. La reaccion de amplificacion se llevo a
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cabo en un termociclador ROBOCYCLER Gradient 96 Stratagene CA USA., con los pardmetros
descritosen la Tabla 2.

Tabla2. Amplificacion de los fragmentos sel eccionados

Desnaturalizacion inicial del cDNA 94 °C 30 seg lciclo
Desnaturalizacion del cDNA formado 94°C 1min 30 ciclos
Hibridacién de los primers variable * 1min 1/2 30 ciclos
Elongacion del cDNA formado 72°C 2min 30 ciclos
Elongacién final 72°C 7 min lciclo

* Latemperatura de hibridacion depende de las proporcion de G/C que contienen los primers elaborados.

Los productos de amplificacién fueron separados por eectroforesis sobre agarosa al 1.2 % y analizados
en un fluorometro FluoroScan Multimager de BIO-RAD. La visualizacion se llevd a cabo gracias ala
adicién de bromuro de etidio en razén de 4 pL/ 50 mL de TE (Tris-EDTA, pH 8.0).

Posteriormente, se procedié a la purificacion de los fragmentos de cDNA cortando las bandas de
nuestro interés. La recuperacion y purificacion del cDNA se obtuvo con € protocolo del kit GENE
CLEAN SPIN KIT (BIO 101 INC, CA USA). Finamente, los segmentos amplificados por PCR fueron
clonados de acuerdo a kit TOPOR TA CLONING (INVITROGENE, The Netherlands), utilizando
células competentes de E. coli y a pldsmido pCR 2.1 TOPO como vector. Una vez clonados, se
obtuvieron los plasmidos de las células de E. coli usando e procedimiento del kit RPM (BIO 101 INC,
CA USA) paraenviarse a secuenciar y obtener sus homologias con los bancos de secuencias.

Cuantificacion de los ARNm de las enzimas lipasa, fosfolipasa, tripsina y Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) por RT-PCR

De una dicuota de los fragmentos clonados del cDNA, se procedi6 a redlizar la cuantificacion del
MRNA para las enzimas tripsing, fosfolipasa, lipasay GAPDH. Los resultados fueron expresados como
MRNA de cada enzimaymRNA de la GAPDH. Se ha demostrado que la normalizacion de cualquier
enzima en relacion a la GAPDH provee valores representativos y reproducibles para comparar la
expresion genéticaa nivel del mRNA (Solch y Arnold, 1996).

RESULTADOS

Potencial de adhesion de levaduras marinas productoras de poliaminas, al tracto digestivo de larvas
de D. Labrax

Las levaduras que demostraron sintetizar una mayor cantidad de poliaminas fueron la HF1 D. hansenii
y la X2180 S. cerevisiae. En este orden, también se observd una mayor capacidad de adherencia al
intestino de D. Labrax (Fig. 1). Por lo que fueron seleccionadas para llevarse a cabo |os bioensayos con
larvas recién eclosionadas de D. Labrax.
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Fig. 1. Micrografia de fluorescencia en donde | as flechas muestran a las cepas A) Debaryomyces hansenii (HF1), B)
Saccharomyces cerevisiae (YL12) y 3) S. cerevisiae (X2180) adheridas al intestino de larvas de D. labrax (40 X).

Efecto de D. hansenii HF1y S. cerevisiae X2180 incorporadas en el alimento de D. labrax

Con el uso de D. hansenii cepa HF1 en e aimento, se obtuvo un aumento en la sobrevivencia de larvas
hasta un 8.3% con respecto a control. No fue detectado algun tipo de levadura en la dieta control y la
presencia de bacterias de género Vibrio en € intestino de las larvas fue <100 UFC por cada tratamiento,
lo que no resulta significativo para nuestros resultados de produccion de poliaminas.

A pesar de los resultados positivos en la sobrevivencia, se obtuvieron menores pesos promedio con
respecto a control a usar alimento suplementado con levaduras (Fig. 2). La variacion del nimero de
levaduras viables utilizadas en la elaboracion del adimento para las larvas no varié significativamente
(p>0.05) durante su almacenamiento en refrigeracion.
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Fig. 2. Peso obtenido de las larvas de D. labrax durante su cultivo, alimentado con la dieta control (PL17) y aquellas
elaboradas con las cepas HF1 y X2180.

La actividad enzimética tipo tripsina secretada de las larvas en € dia 27, es igual con aguellas
alimentadas con la dieta control y la elaborada con D. hansenii HF1; sin embargo, en ese mismo dia la
actividad tripsina decrece con la dieta de la cepa X2180. La misma tendencia se observa para €
término del experimento (Fig. 3).
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Fig. 3.Actividad tripsina secretada en larvas de 27 y 42 dias, alimentadas con las cepas X2180, HF1 y ladieta control PL17.
Las letras significan la homogeneidad entre los diferentes tratamientos (p<0.05).
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Por otro lado, la actividad enzimética tipo amilasa secretada por las larvas, se incrementa en € dia 27
en aquellas aimentadas con la dieta que contiene D. hansenii HF1. Al término del experimento, la
actividad amilasa secretada se mantiene igual en las larvas alimentadas con las tres dietas (Fig. 4).
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Fig. 4. Actividad enzimética de la amilasa secretada por larvas crecidas hasta €l dia 27 y 42, alimentadas con |as cepas
X2180, HF1y ladieta control PL17. Las letras significan la homogeneidad entre |os diferentes tratamientos (P<0.05).

Disefio de sondas de cDNA para la deteccidn de la lipasa de D. labrax

Para € disefio de los primers especificos, se utilizaron las secuencias registradas del Zebrafish Danio
rerio (No. AW018709, que es un cDNA 5 similar a precursor del triacilglicérido lipasa) y a la del
raton doméstico Mus musculus (No. X58426, que es un RNA para unatriacilglicérido lipasa hepética).

Primers disefiados para lipasa:

HL dirl 5 tgtggcttcaacagc 3

HL dir2 5 agatcatcca(ct)ggg 3

HL dir3 5 gggtggtcgctagat 3
3
3

HL revl 5 cgctccaagretgta
HL rev2 5 grctgtacccaatca

Se ensayaron las Combinaciones y temperaturas siguientes:
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Combinaciones  No. de pares de Temperaturas
bases esperado
dirl-revl 291 46, 48, 50, 52 °C
dirl-rev2 283 44, 46, 48, 50
dir2-revl 260 44, 46, 48, 50
dir2-rev2 252 44, 46, 48, 50
dir3-revl 234 48, 50, 52, 54
dir3-rev2 260 44, 46, 48, 50, 52

De las 6 combinaciones de primers, solamente dieron respuesta positiva € dirl-revl (D1R1) y dir3-
rev2 (D3R2) (Fig. 5). Una vez purificadas las bandas, se clonaron y se secuenciaron. Del resultado de
la secuenciacion del cDNA correspondiente a la combinacion D1R1DL, se obtuvo un fragmento de 288
pares de bases, reportado ya (Tovar, 2000) como una triacilglicérido lipasa (EC 3.1.1.) con una
homologia del 85% en 60 pares de bases, a la secuencia de la lipasa hepética del ratén doméstico (Mus
musculus).

Una vez secuenciados los fragmentos de cDNA de lalipasa 'y confirmada su homologia con secuencias
conocidas registradas en las bases de datos, se comenzara a cuantificar e mRNA de las enzimas lipasa,
fosfolipasay tripsina, utilizando el mRNA de la enzima GAPDH como estandar interno (resultados no
mostrados), para aquellas larvas alimentadas con levaduras.

D3R2A DIRIUL pM DIRIULDIRIDL D3RZL

Fig 5. Electroforésis de agarosa que muestra los productos de amplificacion de los cDNA puros —provenientes de las
diferentes combinaciones de oligonucledtidos.
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DISCUSION

Debido a que € recambio celular en & epitelio intestinal es mayor que en cualquier otro teido, las
poliaminas son vitales para una funcion y estructura adecuada del tracto digestivo. Ademas de la
sintesis in situ, se ha demostrado que en d intestino la demanda requiere de fuentes externas,
particularmente aquellas poliaminas suministradas con la dieta y la contribucion de la microflora
indigena (Bardocz et al. 1996).

Resulta interesante la cantidad de poliaminas que son detectadas en e medio de cultivo de las
levaduras, y que sugiere una forma de administrarlas directamente a intestino de la larva aprovechando
la capacidad de adherencia de las levaduras. La meor respuesta de adhesion a intestino de la lubina
fue observado con D. hansenii cepa HF1, seguido de S. cerevisiae cepa YL12, y después con S.
cerevisiae cepa X2180 (Fig. 1). Previos resultados (Vazquez-Juarez et al. 1997; Andlid et al. 1995)
han demostrado que D. hansenii HF1 tiene una gran afinidad a la mucosa intestinal de peces, 10 que
sugiere que € intestino es un importante lugar para € crecimiento y proliferaciéon microbiana en
especies en cautiverio, y la mucosa gastrica una rica fuente de nutrientes para estos microbios (Andlid
et al. 1995).

El aporte de poliaminas a sistema digestivo del pez por las levaduras, puede resultar de mucha
importancia en las etapas larvarias para la maduracién de su sistema digestivo y lograr una mejor
sobrevivencia. Se sabe que durante € primer afio de vida la lubina europea experimenta un lento
crecimiento comparado con sus etapas posteriores de desarrollo (Casti et al. 1989). También se ha
demostrado que en e primer mes de vida, es € tiempo mas critico en € crecimiento y desarrollo de
esta especie (Péres et al. 1998) por lo que es de primordial importancia incluir probidticos en los
alimentos para contribuir a aporte de moléculas estimuladoras del crecimiento y diferenciacion celular.
Debido a que las levaduras no penetran a los enterocitos de las larvas, suponemos que existe una
secrecion o liberacién de poliaminas como resultado del metabolismo de éstas, 1o que inducen €
incremento de la sobrevivencia como o fue observado por Péres et al. (1997). En este trabajo, se
obtuvo un aumento del 33% de sobrevivencia en larvas alimentadas con 0.33% de espermina pura. Se
ha demostrado que estas moléculas son consideradas un factor importante en la maduracion de las
membranas de borde de cepillo del intestino en mamiferos (Greco et al. 2000).

A los 41 dias de haber iniciado el cultivo, se detectaron 2.5 x10% y 1.5x10 levaduras en € intestino de
larvas aimentadas con D. hansenii HF1 y S. cerevisiae X2180 respectivamente, |10 que confirma
nuestros resultados de adhesiéon y efecto de la dieta enriquecida con la primera cepa. Sin embargo, la
obtencion de un bajo peso promedio de larvas aimentadas con levaduras, pudo haber sido provocado
por e cambio de textura adquirido por € alimento a ser humedecido y luego secado en la estufa, ya
gue éste se sedimentd en los acuarios a una velocidad mayor que la dieta control.

El efecto positivo D. hansenii HF1, lo podemos evidenciar a observar una modulacién de la actividad
enzimética digestiva en los primeros 27 del desarrollo larvario de la lubina. La Fig. 4 muestra que la
secrecion de la amilasa en € dia 27 se ve favorecida con respecto a control (P<0.05) cuando es
alimentada con la dieta que incluye dicha cepa. Esto también se puede evidenciar cuando se analizan
los cocientes de actividad enzimédtica de la Tabla 3. El incremento significativo (P<0.05 contra el
control) de la actividad de la maltasa (32.8%), y de las enzimas de las células con borde de cepillo,
fosfatasa alcalina (62.5%) y leucin-amino-peptidasa (47%) sugieren el paso de una digestion citosdlica
a una digestion extracelular (Tovar et al. 2000b). Se ha demostrado que un bajo nivel de actividad de
enzimas intracelulares (citosolicas) y € aumento de actividad de las enzimas de las células con borde
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de cepillo, caracterizan la maduracion de los enterocitos en mamiferos (Henning, 1987) y en peces
(Cahu y Zambonino-Infante, 1994).

Tabla 3. Cocientes de actividad enzimética.

HF1 X2180 Control
Dia27
AP 56 + 5.4 7+20° 21+36°
LAP 85+10.2%2 7+20° 45 +14.3°
Matasa 6.4+0.75% 24+042° 43+014°
Dia42
AP 303+674 324+808  232+519ns
LAP 54 + 5.6 74+21.8%° 105+26.22
Maltasa 53+3.5 66 + 18 41+5ns

AP- Fosfatasa alcalina

LAP — Leucin-aminopeptidasa

ns—valores sin diferencia significativa

Los valores con diferentes letras poseen diferencia significativa (p<0.05).

Otro efecto positivo de la administracién de levaduras productoras de poliaminas, o podemos observar
al incrementarse la sobrevivencia con respecto a control (P<0.05). Anteriormente Cahu y Zambonino-
Infante (1994) observaron que la maduracion temprana de los enterocitos de peces conduce a la
obtencién de mayores tasas de sobrevivencialarvaria.

El efecto de la maduracién del sistema digestivo, acompafiado de la administracién de probidticos ha
sido hien documentado en mamiferos pero no en peces. Se ha observado que en ratas destetadas (20-30
dias) y oramente aimentadas con S. boulardii (100 mg/dia), incrementan su actividad especifica de
sacarasa (157%) y maltasa (47.5%) como producto de la liberacién de poliaminas (55% espermidina y
43% espermina) (Butset. al. 1994).

La caracterizacion parcial del gen de la lipasa, nos permitira conocer alin mas €l papel que juegan los
probidticos en e desarrollo y expresion del gen que codifica esta enzima digestiva durante la etapa
larvaria de la lubina. Este es €l tercer trabajo que reporta la clonacion y secuenciacion de un fragmento
de una lipasa en peces marinos. Previamente, Gjellesvik et al. (1994) reportaron la clonacion del gen de
la carboxilester lipasa del saimén del Atlantico Salmo salar; y més recientemente, Clark et al. (1998)
reportaron un fragmento de una lipasa de Zebrafish Danio rerio que posee semegjanza a precursor de la
triacilglicerido lipasa del raton (Chang et al. 1991).

Con este estudio, se complementara la informacion concerniente a efecto de dietas compuestas en el
crecimiento y desarrollo del sistema digestivo en peces, ya que los reportes del uso de dietas
compuestas en etapas larvarias tempranas son escasos (Zambonino-Infante y Cahu, 1999).
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