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Resumen

La eficiencia de la digestion depende entre otros factores de la adecuada relacion entre enzima y sustrato, asi
como del tiempo de hidrdlisis bajo las condiciones apropiadas. La digestion es un proceso temporal que, en
peces, como en otros vertebrados, empieza con la deteccién del alimento y finaliza con la expulsion de los
desechos. La disponibilidad del alimento en el medio es variable a lo largo del ciclo diario por lo que también
lo es la ingestién y digestion de los nutrientes. Cabe pues esperar que haya momentos Optimos para
suministrar el alimento y que favorezcan su digestion, y momentos méas desfavorables en los que se reduciria
la eficiencia de digestion. Por eso, el disefio de protocolos de alimentacién mas eficientes requiere del
conocimiento previo de los ciclos digestivos. En esta revision se describiran los estudios realizados en este
sentido y el estado de conocimiento de la funcion digestiva en relacion a los ciclos diarios. Se muestran tanto
los avances en larvas de peces como en juveniles y adultos que presentan diferentes modos de digestion. Dada
la variabilidad entre especies, y la escasez de estudios, la informacién disponible es ain muy fragmentaria
para definir patrones de actuacion.
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Introduccion

Los protocolos de alimentacion utilizados en la cria y engorde de peces son variados entre
las diferentes instalaciones de cultivo, asi como entre especies. Estos protocolos, con
distinta racion y frecuencia de alimentacion diarias, generalmente se han establecido en
base a la propia experiencia previa y a abordajes empiricos y no estan sustentados por un
conocimiento de los fundamentos bioldgicos y tecnoldgicos. En la alimentacién de peces,
como en otros vertebrados, la eficiencia con que se incorporan los nutrientes al organismo
depende entre otros aspectos de la interaccion entre la disponibilidad del alimento y las
capacidades digestivas de la especie. Como todo proceso fisioldgico, la digestion tiene una
dimension temporal que se inicia por una serie de estimulos asociados a la presencia de
alimento y su deteccion, y finaliza cuando los nutrientes ingeridos han sido
convenientemente hidrolizados para permitir su absorcion por las pareces intestinales y los
desechos expulsados. En este proceso temporal, otro elemento a considerar es el transito
digestivo que afecta al tiempo en que el alimento ingerido estd disponible para ser
hidrolizado por las enzimas digestivas condicionando la eficiencia digestiva. Es evidente
que el nivel de disponibilidad del alimento en el medio no es permanentemente constante ni
es igual de accesible para el organismo al que alimenta a lo largo del dia. Por ello, la
ingestion de alimento presenta igualmente un patron diario con variaciones entre horas
(Boujard & Leatherland 1992; Madrid, Boujard & Sanchez-Vazquez 2001) y cabe esperar

por lo tanto que también suceda lo mismo con su posterior digestion.

A lo largo de la evolucién, los organismos han adaptado sus pautas vitales a los ciclos
naturales para optimizar los procesos fisioldgicos frente a los cambios predecibles de los
factores medioambientales. Para ello, las funciones vitales estan controladas por un sistema
de osciladores biologicos internos que permiten a los organismos estar preparados de forma
anticipada a los acontecimientos ciclicos de la naturaleza dependientes de los movimientos
de la Tierra en relacion a los astros que la rodean (Pittendrigh 1993; Reebs 2002).
Especialmente influyente en la alimentacién animal es el ciclo dia/noche que influye en la
presencia de alimento, su deteccion e ingesta. El sistema circadiano enddgeno oscila en
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ciclos cercanos a 24 horas en ausencia de sefial externa y se sincronizan por estimulos
externos, particularmente la luz (Whitmore, Foulkes y Sassone-Corsi 2000; Vatine,
Vallone, Gothilf y Foulkes 2011). Aun considerando que la iluminacion es un
sincronizador preferente, la alimentacion también presenta un papel destacado de forma
independiente (Spieler 1992; Feliciano, Vivas, de Pedro, Delgado, Velarde y Isorna 2011;
Lopez-Olmeda 2017).

Se ha descrito que la mayoria de los peces se alimentan predominantemente utilizando la
vision por lo que es necesario un determinado nivel de iluminacion para que detecten el
alimento, aunque también influye de manera destacada el olfato y hay especies en que la
iluminacién no es un factor necesario. Desde el punto de vista de la acuicultura, estas
variaciones diarias en la actividad alimentaria, con maximos y minimos a determinadas
horas, nos llevan a pensar que existen ciertos momentos mas apropiados para suministrar el
alimento en los cuales se favoreceria el proceso de digestion, y otros en los que la digestion
no seria igual de eficiente, con el consiguiente descenso en la relacion coste/beneficio del
proceso de engorde y exceso de vertido de residuos nitrogenados al medio. Por ello, una
buena planificacion de los protocolos de alimentacion fijando adecuadamente el momento y
la frecuencia de las tomas diarias, tendria que tener en cuenta estos patrones diarios. Sin
embargo, el conocimiento que disponemos de la funcion digestiva en peces esta basado
principalmente en muestreos puntuales en un determinado momento del dia que no reflejan

la situacion periprandial ni cdmo se organiza este proceso durante un ciclo de 24 horas.

Resulta curioso que mientras las variaciones de productos de la absorcion intestinal o

productos hormonales en plasma se han examinado profusamente en estudios de respuestas

ritmicas y postprandial (Boujard y Leatherland 1992; Cowan, Azpeleta y Lopez-Olmeda

2017), los cambios en la propia funcion digestiva no hayan recibido apenas atencion en
peces. A diferencia de lo que ocurre en crustaceos (Molina, Cadena y Orellana 2000;
Nolasco-Soria y Vega-Villasante 2000; Espinosa-Chaurand, Vega-Villasante, Carrillo-
Farnes y Nolasco-Soria 2017), hasta hace relativamente pocos afios nuestro conocimiento

sobre las variaciones diarias de la actividad de las enzimas digestivas como respuesta a la
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ingestion era bastante escaso. Recientes estudios empiezan a darnos una idea de como se
organiza la funcién digestiva para adaptarse a periodos repetitivos de 24 horas. Hay que
tener en cuenta que cuando hablamos de la funcién digestiva no solo nos referimos a la
actividad de las enzimas digestivas determinada con técnicas bioquimicas e indicadoras de
una cantidad determinada de enzimas en el tracto digestivo, sino también a los pasos
previos que preparan la maquinaria enzimatica. Los precursores de los enzimas estan
codificados por los correspondientes ARNm cuya expresion relativa también va a mostrar

variaciones horarias.

Los peces constituyen un grupo de numerosisimas especies adaptadas a una extrema
diversidad de hébitats. Debido a la variedad de habitos de alimentacion y comportamiento,
asi como morfoldgica y fisioldgica, se pueden encontrar notables diferencias en el proceso
de digestion entre grupos taxondmicos y especies. Las diferencias son incluso méas notables
cuando se comparan diferentes etapas de la vida, sobre todo durante el desarrollo y
transformacion de larvas a juveniles. Teniendo en cuenta todas estas fuentes de variabilidad
la informacion disponible es aln bastante fragmentaria y dispar. Tomando como base
nuestros estudios, en esta revision se haran una puesta al dia de nuestros conocimientos
sobre la digestion en peces en el marco del ciclo diario y se describiran los aspectos mas
destacables de este proceso en las diferentes etapas del ciclo de vida, asi como los

problemas metodoldgicos asociados a este tipo de investigacion.

Las primeras fases del desarrollo

Las larvas de peces son planctivoras y su alimentacion en cultivo se basa en mantener una
concentracion minima presas de forma permanente en los tanques de cultivo, lo que
favorece la posibilidad de que se estén alimentando continuamente. Una préactica bastante
habitual en larvicultura de peces es prolongar las horas de luz estableciendo generalmente
fotoperiodos de iluminacion permanente durante las primeras semanas después de la
eclosion. Con esta practica y considerando que las larvas de mayoria de las especies
cultivadas son predadoras visuales se pretende favorecer la ingestion diaria y asi acelerar el
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crecimiento. La literatura existente sobre el comportamiento alimentario en larvas plantea
ciertas dudas sobre la utilidad de esta practica, ya que los ritmos de alimentacién diarios
también se han descrito en poblaciones de larvas mantenidas con iluminacion permanente
(Fujii, Kurokawa, Kawai, Yoseda, Dan, Kai, et al. 2007; Yoseda, Yamamoto, Asami,
Chimura, Hashimoto & Kosaka 2008; Mata-Sotres, Martinez-Rodriguez, Pérez-Sanchez,
Sanchez-Vazquez y Yufera 2015). De aqui la necesidad de conocer con detalle los ciclos de
digestion en estas primeras etapas.

En las larvas de peces la digestion tiene lugar en un ambiente neutro-alcalino en el intestino
medio y distal, ya que el estdbmago solo se desarrolla generalmente al final de esta fase. No
obstante, también se ha descrito el desarrollo precoz del estbmago en algunas especies
(Rennestad, Yufera, Ueberschér, Ribeiro, Sele & Boglione 2013). EI comienzo de la
alimentacion es una fase crucial y bien definida en el desarrollo de peces (Yufera & Darias
2007). Solo cuando todos los 6rganos relacionados con la captura de presas y con el transito
digestivo estan preparados y son funcionales se inicia la alimentacién. Teniendo en cuenta
que tanto la luz como el alimento son sincronizadores de los osciladores enddgenos, un
interesante desafio es saber si el comienzo de la alimentacion deja alguna huella en los
ciclos de alimentacion. La informacion al respecto es vaga y heterogénea. Como se ha
comentado anteriormente, en varias especies se ha observado que los ritmos de
alimentacion perduran en ausencia de alternancia luz/oscuridad, aunque pierden la
sincronia con los tedricos dia y noche, incluso pueden desaparecer en el transcurso del
desarrollo (Dou, Seikai y Tsukamoto 2000). Igualmente se ha descrito en algunas especies
que los ritmos de expresion de los genes reloj en condiciones de iluminacion permanente
desaparecen con el progreso desarrollo (Davie, Sanchez, Vera, Sanchez-Véazquez y Migaud
2011; Martin-Robles, Whitmore, Pendon & Mufioz-Cueto 2013). No obstante, en dorada
(Sparus aurata (L.)), las variaciones circadianas del nivel de ingestion y de la expresion de
los genes reloj se mantuvieron al menos durante dos meses en condiciones de luz
permanente (Mata-Sotres et al. 2015). Ademas, en este estudio se observo que los ciclos
detectados en larvas a los pocos dias de iniciar la alimentacion estaban ya desfasados con
respecto a las que se mantuvieron con un ciclo dia/noche (Fig. 1). Esto puede deberse a que
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el momento de la primera ingestion, usualmente en las primeras horas de la tarde, podria
haber determinado la acrofase de los ciclos. Confirmando asi, que el alimento también es

sincronizador de los ritmos en larvas.
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Figura 1. Patrones diarios del contenido del tubo digestivo en larvas de Sparus aurata a

diferentes dias desde la eclosion (dph). Linea continua: con fotoperiodo de 12h Luz/12h
Oscuridad. La zona sombreada indica el periodo de oscuridad. Linea punteada: con luz
continua. (Modificado de Mata-Sotres et al. 2015).

En cualquier caso, el comienzo de la alimentacion es gradual, tanto en cantidad de alimento
ingerido como en la proporcién de larvas que estadn alimentandose, hasta que se detecta
alimento en el 100% de las larvas, periodo que difiere entre especies. Es bien conocido que
las larvas de peces estan preparadas para digerir desde el primer momento, ya que disponen
del ARNm que codifican los enzimas y de zimdgenos en el pancreas desde antes de la
apertura de la boca (Zambonino-Infante y Cahu 2001; Lazo, Darias & Gisbert 2011). Sin
embargo, la informacion de como se inicia la digestion con la primera ingesta de alimento
es practicamente inexistente y se limita a un estudio con larvas de mero, Epinephelus
malabaricus (Bloch & Schneider), (Fujii et al. 2007) y otro con larvas de lenguado, Solea
senegalensis (Kaup), (Navarro-Guillén, Moyano, y Yufera, 2015), una especie que presenta
una fase de vida y alimentacion pelagica durante dos semanas hasta que acaba la
metamorfosis. En dichos estudios se observa que la actividad de la tripsina ya presenta un
ritmo diario desde el primer dia de ingestion. Por el contrario, no se observaron claros
ciclos diarios en la actividad de otros enzimas digestivos en S. senegalensis (Navarro-
Guillén et al. 2015).
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Una vez comenzada la alimentacion y con todas las larvas alimentandose de forma rutinaria
y activa se puede observar que bajo condiciones naturales de iluminacién la actividad
alimentaria muestra marcados ciclos adaptados a la alternancia de luz/oscuridad. Esto se ha
observado tanto en el medio natural como en poblaciones en cultivo (Okauchi, Oshiro,
Kitamura, Tsujigado y Fukusho 1980; Mackenzie, Ueberschar, Basford, Heath y Gallego
1999; Shoji, Maehara y Tanaka 1999; Dou et al. 2000; @stergaard, Munk y Janekarn 2005;
Kotani y Fushimi 2011). Asi, en especies como Paralichthys olivaceus (Temminck &
Schlegel), Melanogrammus aeglifinus (L.), Acanthopagrus schlegeli (Bleeker),
Scomberomorus niphonius (Cuvier), se han descrito claros ciclos de ingestion con
preferencias a alimentarse en los crepusculos, amanecer y atardecer, si bien el patrén diario
de ingestion parece tener un alto componente especifico. En algunas especies como
Misgurnus anguilicaudatus (Cantor), Cynoglossus semilaevis (Gunther) y S. senegalensis
se ha descrito un cambio gradual de preferencias diurnas a nocturnas cuando se pasa de la
fase pelagica a bentdnica después de la metamorfosis (Ma, Liu, Xu, Liang y Zhuang 2006;
Wang, Hu, Wang, Cao, Yang, L0, et al. 2008; Navarro-Guillén et al. 2015). En
experimentos mas detallados realizados con larvas de S. aurata y S. senegalensis, se ha
observado que en presencia continua de alimento y con fotoperiodo de luz/oscuridad, las
larvas van aumentando el contenido intestinal durante la fase de luz alcanzando el méximo
al iniciarse la fase oscura para evacuar el contenido progresivamente durante dicha fase
oscura (Mata-Sotres et al. 2015; Navarro-Guillén et al. 2015). Este incremento no es
continuo y suele presentar dos fases ingestivas preferentes, una por la mafiana y otra por la
tarde, que se acumulan y resultan en un incremento casi en continuo del contenido
intestinal durante la fase diurna. En postlarvas de lenguado después del inicio de la fase
bentdnica tras la migracion ocular, la alimentacion es practicamente continua durante todo
el ciclo diario completo tanto de dia como de noche. Finalmente, los juveniles de esta
especie mostrardn una actividad netamente nocturna (Bayarri, Mufioz-Cueto, LOpez-
Olmeda, Vera, Rol de Lama, Madrid, et al. 2004).
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En cualquier caso, los patrones diarios de la funcién digestiva en larvas de peces estan muy
poco estudiados. A excepcion de los estudios de Ueberschar (1993; 1995) con muestras
oceanicas de larvas de Clupea harengus (L.), Sardina pilchardus (Walbaum) y Sprattus
sprattus (L.), de Mackenzie et al. (1999) con muestras ocednicas de M. aeglifinus, y de
Fujii et al. (2007) en larvas cultivadas de E. malabaricus sobre la actividad tripsica, solo
recientemente se han realizado determinaciones continuas de algunas enzimas pancreéticas
en un par de especies mantenidas en el laboratorio, S. senegalensis y S. aurata (Navarro-
Guillén et al. 2015; Mata-Sotres, Moyano, Martinez-Rodriguez y Yufera 2016). En estos
estudios cada enzima digestiva muestra un patron de actividad particular. En el caso de las
proteasas, solo la actividad de la tripsina se ha examinado en detalle. En todos los casos se
ha encontrado un ritmo claro de la actividad tripsica y mostrando una alta correlacion con
la actividad alimentaria, hasta el punto de que a veces se observan patrones casi paralelos al
contenido digestivo (Fig. 2). Esta parece ser una respuesta general ya que se ha descrito en
todos los estudios mencionados anteriormente. Esta respuesta no es sorprendente si
tenemos en cuenta que la tripsina estd considerada como una enzima digestiva crucial en
larvas de peces (Ueberschar, 1993) necesaria para movilizar la elevada cantidad de
aminoéacidos que hacen falta para la generacién de nuevos tejidos en organismos con una
tasa de crecimiento muy elevada. En especies de agua templadas, el tiempo de residencia
del alimento en el intestino larvario esta limitado a 1 a 2 horas (YUfera, Fernandez-Dias y
Pascual 1995; Andrade, Brazdo, Nogueira, Ferreira, Dillinger, Dinis, et al. 2011; Ortiz-
Monis, Mancera y Ydufera 2017), y la hidrdlisis proteica se tiene que realizar con rapidez
para maximizar la biodisponibilidad de los aminoacidos y su pronta incorporacion a los
tejidos corporales (Morais, Lacuisse, Conceicdo, Dinis y Rgnnestad 2004).

Por el contrario, los patrones de la actividad diaria de lipasas, y amilasas no muestran claros
ritmos diarios. Tanto en S. aurata como en S. senegalensis las actividades se varian con
ciertas oscilaciones durante el periodo diario y solo en ocasiones se observa un descenso al
final del periodo obscuridad que se recupera al iniciarse el periodo de luz (Mata-Sotres et
al. 2015; Navarro-Guillén et al. 2015). Hasta donde sabemos no hay estudios en larvas de
otras especies sobre la evolucion diaria completa de estas enzimas.
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Figura 2. Patrones de actividad diaria de tripsina, lipasa y amilasa pancreaticas en
comparacion con el contenido del tubo digestivo en larvas de Sparus aurata de 30 dias
desde la eclosion con fotoperiodo de 12h Luz/12h Oscuridad. Linea continua: actividad
enzimatica. Linea punteada: contenido del tubo digestivo. La zona sombreada indica el
periodo de oscuridad. (Modificado de Mata-Sotres et al., 2016).

Las variaciones diarias de la expresion del ARNm de los principales enzimas pancreaticos
(tripsindgeno, chimotripsindgeno, fosfolipasa A2, lipasa activada por sales biliares, y
a-amilasa) se han analizado en larvas de S. aurata (Mata-Sotres et al. 2016). Es este
estudio se ha observado que los patrones diarios difieren notablemente del de las
actividades descritas en el mismo experimento. Esta diferencia es esperable puesto que la
expresion molecular esta regulada de forma diferente a la actividad bioquimica. También
hay que tener en cuenta que las isoformas enzimaticas que contribuyen a la actividad de un
determinado enzima no tienen por qué corresponder plenamente con la isoforma del
transcrito que ha sido clonado y con el que se ha medido la expresion génica. De forma
general, la expresion de estas enzimas suele ser menor en las primeras horas del periodo de
oscuridad y mas elevada al final del periodo de oscuridad y/o al inicio del periodo de luz.
Es decir el ARNm de las enzimas digestivas tiende a sobre expresarse cuando se va a
iniciar el siguiente ciclo de alimentacion de manera que la maquinaria estaria preparada
para sintetizar los enzimas necesarios. Una respuesta anticipatoria que permitiria una mejor

utilizacion de los nutrientes ingeridos.

Desde el punto de vista practico resulta interesante comparar los resultados entre larvas

alimentadas con presas vivas o con microdietas. En un experimento con larvas de S. aurata
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(Mata, Moyano, Martinez-Rodriguez & Ydufera 2014).) se comprobd los patrones de
ingestion eran similares en larvas alimentadas en continuo con rotiferos y con una elevada
frecuencia con microdieta, en ambos casos mostrando la respuesta de incremento bi-modal
antes mencionada. También los patrones de tripsina eran muy semejantes, pero no el de la
actividad de lipasa que alcanzaba valores muy inferiores con esta microdieta experimental.
Sin embargo, las expresiones génicas de tripsindgeno y pre-lipasa activada por sales
biliares si fueron muy similares. Estos resultados indican que la regulacion digestiva por
efecto de la dieta ocurre a nivel post-transcripcional y en este caso en particular se pone en

evidencia una limitacion en la digestién de la fraccién lipidica de la microdieta.

Juveniles y adultos

Tras la adquisicion de los caracteres definitivos del sistema digestivo, el proceso de
hidrélisis de los nutrientes ingeridos presenta unos rasgos bien diferenciados de la fase
larvaria. En peces con estdbmago es la aparicion de las glandulas géstricas y funcionalidad
de este 6rgano el que define el final de esta transicion a juvenil desde el punto de vista de la
alimentacion. El engorde de peces se realiza generalmente con iluminacion natural o
condiciones que simulan la alternancia de dia-noche. EI suministro del alimento en
juveniles y adultos suele ser mas puntual con una o varias comidas durante el dia. El
transito digestivo estd controlado en parte por el estbmago que actla como contenedor y
distribuidor de la ingesta al resto del tubo digestivo. La digestion tiene dos fases claramente
diferenciadas y sucesivas, una digestion gastrica en ambiente acido (excepto en peces
agastricos) y posteriormente una digestion intestinal en ambiente neutro-alcalino. Por tanto,
las condiciones ionicas en el lumen del tubo digestivo constituyen un factor clave en la
activacion de los correspondientes enzimas. EXxisten diversos estudios que caracterizan los
intervalos Optimos de pH y temperatura para la actividad de los enzimas digestivos en
peces. Hay ciertas variaciones entre especies pero de forma general la pepsina esta activa
entre 0,5 y 4 con un éptimo cercano a pH 2, mientras que la tripsina lo hace entre pH 7 y 12
(Alarcon, Diaz, Moyano & Abellan 1998; Wang, Wang, Wang, Xue y Sun 2006;
Nalinanon, Benjakul, Visessanguan y Kishimira 2008; Chen, Cao, Yoshida, Liu, Weng,
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Sun, et al. 2009). Asi pues, la tripsina puede estar activa en un intervalo mas amplio que la
pepsina. La cuestion que se plantea es si estos valores de pH se dan en el lumen
gastrointestinal de juveniles y adultos, y en tal caso, durante cuanto tiempo. Las mediciones
secuenciales de pH gastrointestinal en peces teledsteos se limitan a una decena de especies

cubriendo en mayor o menor medida el periodo postprandial.

En vertebrados se han descrito dos estrategias basicas de acidificacion gastrica. Por una
parte, especies que mantienen una acidificacion permanente en el estbmago; por otra parte
especies que mantienen un ambiente luminal neutro entre comidas, y la acidificacion
géstrica solo se inicia al entrar el alimento en el estbmago recuperandose los valores
neutros al vaciarse (Secor 2003; Papastamatiou & Lowe 2005). La mayoria de los peces
teledsteos estudiados muestran la segunda estrategia (Deguara, Jauncey y Agiuss 2003;
Yufera, Ferndndez-Diaz, Vidaurreta, Cara y Moyano 2004; Nikolopulou, Moutou,
Fountoulaki, Venou, Adamidou & Alexis 2011; Ydfera, Moyano, Astola, Pousdo-Ferreira 'y
Martinez-Rodrigue, 2012; Marquez, Robles, Morales & Moyano 2012; Rosero 2013;
Hlophe, Moyo y Ncube 2014; Solovyev, Kashinskaya, Rusinek y lzvekova 2016; Jacob,
Pouil, Lecchini, Oberhansli, Swarzenski y Metian 2017; Yufera, Nguyén y Tran 2017),
aungue también se han descrito una acidificacion permanente en un par de especies como la
trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss (Walbaum) (Sugiura, Roy y Ferraris 2006; Bucking
& Wood 2009), y la cobia, Rachycentrum canadum (L.) (Yufera, Nguyen, Engrola,
Conceicdo, Jordal, Le, et al. 2016). En el intestino siempre se ha descrito un ambiente
neutro-alcalino, variando entre una ligera acidificacion y una ligera alcalinizacion. Lo
relevante de estos patrones i6nicos es como afectan a la actividad de las enzimas.
Considerando que en las especies que acidifican el estbmago después de la ingestion la
pepsina solo se activa a valores inferiores a pH 4, la actividad de la pepsina dependera del
patrén postprandial del pH gastrico y de que se realmente se alcancen los niveles minimos
de activacion, no que no siempre ocurre (Fig. 3). Por otra parte, en especies que presentan
una acidificacién permanente puede haber una subida de pH gastrico motivada por el efecto
tampon y de dilucion de la ingesta pudiendo quedar por encima de los pH déptimos de
activacion de la pepsina (Bucking & Wood 2009).
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Figura 3. Variacion postprandial del pH géastrico (media y error estandar) en varias especies
de teledsteos (recopilado de Yufera et al. 2012, 2014, 2017 y Rosero 2013).

La protedlisis acida se realiza con la participacion de la pepsina que se activa desde su
precursor (pepsindgeno) cuando el pH es suficientemente bajo, y de la bomba de protones,
que es la responsable de verter el CLH que acidificara en lumen del estomago. Un detalle
metodoldégico importante a este respecto es como se analiza la actividad pepsina. La
metodologia usual se basa en una reaccion de hidrolisis tamponada a pH 2 (Anson 1938),
por lo que el resultado es indicativo de la cantidad de pepsina teéricamente disponible; es
decir pepsina activa + pepsindgeno. Pero como se ha comentado anteriormente, en peces no
siempre se dan estos valores tan bajos de pH gastrico (Fig. 3 y 5) por lo que es mas
apropiado tamponar la reaccion al pH luminal medido en la muestra si queremos tener una
estimacion mas realista de la actividad de la pepsina en ese momento del ciclo. La actividad
postprandial de proteasas tanto acida como alcalina en juveniles y adultos se ha estudiado
en muy pocas especies. Para comprender el patron basico de respuesta digestiva
postprandial lo méas adecuado es observar que ocurre en la situacion mas sencilla, peces que
reciben una sola comida diaria ofrecida siempre a la misma hora. En este caso el estbmago
se llena rapidamente y tras un lapso de tiempo se evacua lentamente durante varias horas
pasando al intestino (Nikolopoulou et al. 2011; Yufera et al. 2012; Marquez et al. 2012).

Por su parte, el intestino muestra un patron similar, pero con cierto desplazamiento en el
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tiempo. La actividad de la pepsina muestra valores dispares segun los estudios. En
experimentos con Diplodus sargus (L.) y S. aurata, cuando se ha utilizado el pH luminal
real en la determinacion analitica, se observa un aumento de la pepsina tras la ingestion que
desciende cuando el estdbmago se estd vaciando (Yufera et al. 2012, 2014) (Fig. 4 y 5).
Cuando la pepsina se ha analizado tamponando a un pH cercano a 2 se ha encontrado una
actividad constante o casi constante en D. sargus, S. aurata y Anguilla anguilla (L.)
(Montoya, Lopez-Olmeda, Yufera, Sdnchez-Muros y Sanchez-Vazquez 2010; Yfera et al.
2012; Lopez-Olmeda, Ldpez-Garcia, Sanchez-Muros, Blanco-Vives, Aparicio y Sanchez-
Vazquez 2012), aunque también se han encontrado picos de actividad no relacionados con
el momento de la ingestion (Yufera et al. 2014). Esto indica que el pepsinégeno estaria
permanentemente disponible y solo se activaria al descender el pH por la accion de la

bomba de protones.
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Figura 4. Respuesta digestiva gastrica en juveniles de Diplodus sargus frente a una Unica
comida matutina (9:00 h). Izquierda: Llenado y vaciado del estbmago y evolucion del pH
luminal. Derecha: Actividad de la pepsina medida al correspondiente pH gastrico y
expresion génica del pepsindgeno y la bomba de protones. La zona sombreada indica el
periodo de oscuridad.

Con respecto a proteasas alcalinas (tripsina y chimotripsina) los estudios realizados en O.
mykiss (Santigosa, Sanchez, Médale, Kaushik, Pérez-Sanchez y Gallardo 2008), S. aurata
(Montoya et al. 2010; Morales, Marquez, Saenz de Rodrigafiez, Bermldez, Robles y
Moyano 2014), S. senegalensis (Rodiles, Santigosa, Herrera, Hachero-Cruzado, Cordero,
Martinez-Llorens et al. 2012), A. anguilla (Lopez-Olmeda et al. 2012), Silurus

Ydfera, M. 2017. El Ciclo Diario de la Digestion en Peces Cultivados. Aspectos Funcionales y Metodolégicos. En: Cruz-Sudrez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-
Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Lépez Acufia, L.M. y Galaviz-Espinoza, M. . (Eds), Investigacién y Desarrollo en Nutricion Acuicola Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza, Nuevo Leén, México, pp. 55-77.



68

meridionalis (Zeng, Fu, Li, Li, Li, Cao et al. 2014) y Dicentrarchus labrax (L.) (Castro,
Couto, Pérez-Jiménez, Serra, Diaz-Rosales, Fernandes et al. 2016) muestran ciertas
discrepancias en el momento en que actividad se incrementa, que puede ser antes 0, mas
habitualmente, algin tiempo después de la ingestion. De hecho, los maximos de actividad
se pueden alcanzar bastantes horas después de la ingestion, esto concordaria con el tiempo
necesario para el quimo pase al intestino. Otros enzimas como lipasas y amilasas muestran
igualmente méximos de actividad varias horas después de la ingestion y no necesariamente
coincidentes con los maximos de tripsina (Santigosa et al. 2008; Montoya et al. 2010;
Lopez-Olmeda et al. 2012).

Estos patrones se modifican sensiblemente cuando se complica el protocolo de
alimentacion. En experimentos en los que la hora de alimentacion varié aleatoriamente de
dia a dia se ha observado la actividad de la proteasa alcalina y amilasas puede ser constante
0 presentar cierto aumento postprandial adaptandose a la hora de ingesta (Vera, De Pedro,
Gomez-Milan, Delgado, Sanchez-Muros, Madrid, et al. 2007; Montoya et al. 2010).

Las discrepancias se deben probablemente a aspectos metodoldgicos relativos a la talla del
pez, condiciones previas al experimento, el tipo y cantidad de alimento, y al nimero de
muestras postprandiales que se han tomado. Todo esto dificulta enormemente la
comparacion de resultados, sobre todo cuando se intenta establecer una respuesta general a
un protocolo de alimentacion diario estable. De hecho, es dificil discriminar si un
incremento de actividad enzimética en las horas previas a la alimentacion se debe a una
respuesta anticipatoria o por el contrario a una respuesta tardia dependiente del tiempo de

transito requerido para alcanzar el intestino medio.

De igual manera, la ampliacion de la frecuencia de alimentacion a dos o mas comidas
diarias altera los perfiles de acidificacion gastrica, y en consecuencia los de la actividad
enzimatica de la pepsina. En un estudio con juveniles tempranos de S. aurata (Yufera et al.
2014) se observo que, en los peces alimentados dos veces al dia, la pepsina mostraba un
maximo varias horas después de cada suministro de alimento. Sin embargo, cuando el
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alimento se suministrd en continuo la actividad pépsica mostraba un solo maximo diario, al
igual que cuando se le suministré una sola vez. Otro aspecto destacable en este estudio es
que los valores maximos de actividad de pepsina se incrementaron con la frecuencia de
alimentacion, alcanzando 5, 14 y 40 U/g de pez respectivamente con 1 comida, 2 comidas y

en continuo durante la fase diurna (Fig. 4).
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Figura 4. Variacion del patron diario del pH géstrico (izquierda) y actividad pépsica
(derecha) en juveniles de Sparus aurata alimentados con diferentes frecuencias diarias (A:
una comida a las 9:00 h; B: dos comidas, a las 9:00 y 16:00 h; C: en continuo durante la
fase diurna. En linea continua se muestra la actividad pépsica determinada al
correspondiente pH luminal. En linea punteada se muestra la actividad determinada a pH 2.
(modificado de Yufera et al. 2014).

La informacidon sobre expresion génica de los correspondientes precursores enzimaticos es
alin mas escasa. Ea-sSolo en juveniles de D. sargus se ha encontrado una respuesta
evidente de incremento paralelo de la expresion los genes implicados en la digestion acida
(pepsindgeno y de la bomba de protones) cuando se ha vaciado el estémago y cesado la
actividad de la pepsina (Yufera et al. 2012). En este caso la expresion fue elevada durante
todo el periodo nocturno descendiendo justo antes de la siguiente comida, lo que sugiere
que se estaria reponiendo el pepsindgeno necesario para el siguiente ciclo digestivo. En
juveniles de S. aurata, los resultados no fueron tan claros. S6lo se detecté un aumento de
expresion durante la transicion de la noche al dia en peces alimentados una sola vez o en
continuo (Yufera et al. 2014). También en juveniles de O. mykiss se ha observado un

incremento del ARNm del pépsindgeno unas 6 horas después de la alimentacion, cuando
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aun hay bastante contenido estomacal (Borey, Panserat, Surget, Cluzeaud, Plagnes-Juan,
Herman et al. 2016). Otro aspecto interesante de este estudio, es que el incremento de la
expresion de enzimas intestinales como prolidasa, fosfolipasa y maltasa se detect6 a las dos
horas de la alimentacion, pero con un maximo 12 horas después, cuando el quimo llega al
intestino. En este caso, parece ser que tanto la ingestion como el tiempo de transito
digestivo estan modulando la respuesta genica.

Como se puede ver, la informacion disponible en la fase de engorde es heterogénea y aun
insuficiente para establecer patrones generales de respuesta digestiva. Quizas las
diferencias fisiologicas inter-especificas pesen mucho en estas diferencias. Lo que si parece
deducirse de todos estos experimentos es que, independientemente de la frecuencia de
alimentacion, en peces aclimatados a un protocolo de alimentacion diario de rutina, el tubo
digestivo tiende a estar vacio antes de la primera comida del dia siguiente, y la digestién se
organiza en periodos de 24 h. Cuando se pasa de una sola a varias comidas diarias las
respuestas postprandiales se solapan y finalmente parecen acomodarse en patrones
especificos para cada protocolo de alimentacion. Seguramente, los cambios temporales de
actividad estdn encaminados a economizar energia y maximizar la eficiencia digestiva bajo
las condiciones rutinarias de alimentacion especificas a las que se encuentran sometidos los

peces.

Consideraciones finales y conclusiones

Es evidente que el conocimiento sobre los ciclos diarios de digestion en peces es ain muy
incompleto. Los resultados disponibles proceden de un pequefio nimero de especies y en
diferentes condiciones experimentales. Hay otras fuentes de variacion ademas de las
descritas aqui. Existe un cambio de talla manifiesto entre los juveniles después de la
metamorfosis y los adultos que han alcanzado la madurez sexual; no hay informacion de
como afectaria esto al transito y los ciclos digestivos. En algunas especies se ha descrito
una dicotomia en el comportamiento alimentario en una misma especie entre diurnos y
nocturnos, esto se refleja obviamente en los ciclos de digestion. Ademas, generalmente solo
se ha examinado en unas pocas enzimas digestivas, dando prioridad a las proteasas, y no
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hay un estudio profundo de todas las enzimas pancredticas e intestinales que permitan
obtener una vision de conjunto. Aln hay menos informacion a nivel molecular, por lo tanto,

es dificil vislumbrar aspectos clave de regulacion de la respuesta anticipatoria.

Por todo esto, ni siquiera en una determinada especie tenemos un barrido minimamente
completo de diferentes posibilidades de alimentacion que contribuya a comprender como
cambia la funcion digestiva cuando se modifica el régimen de alimentacion. En todo caso,
si se han producido avances que permiten ver ciertas respuestas. Como se ha descrito
anteriormente, los perfiles de actividad diaria varian sensiblemente al cambiar los horarios
y frecuencia de alimentacion. Esta adaptacion de la funcion digestiva a unas condiciones de
rutina plantea un interesante dilema; si debemos adaptar los protocolos de alimentacién a
los ritmos digestivos, o los ritmos se adaptan por si solos a los diferentes protocolos
establecidos. Los presentes resultados indican que hay unos limites en esta adaptacion, y
que la misma cantidad de alimento diario se ingiere y dirigiere mejor si esta repartido en
mas de una toma al dia. El tener la posibilidad de elegir el momento preferente para
alimentarse, ya sea por alimentacion continua o con alimentadores a demanda, parece
rendir los mejores resultados. Pero para asegurar esto aun hacen falta estudios de
digestibilidad que acompafien a los diferentes protocolos.

La dificultad logistica de muestreos periédicos continuados durante 24 o 48 horas es una de
las razones de la escasez de este tipo de estudios. EI nimero de muestras necesarias para la
obtencion de patrones fiables puede disminuir sensiblemente el nimero y densidad de peces
en los tanques de experimentacion. En experimentos de nutricion y engorde el nimero de
peces es un factor critico y la disminucion dréstica de la poblacién a mitad del experimento
puede afectar sensiblemente al resultado final. Por otra parte, un muestreo persistente puede
afectar al estrés de los peces y resultar en valores atipicos y no representativos en los

ultimos puntos del muestreo.

Lo que esta claro es que sélo con muestreos periddicos durante el ciclo diario se puede
obtener una idea representativa de la capacidad y respuesta digestiva a un determinado
protocolo; una sola muestra diaria proporciona en muchos casos una vision errénea de la
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realidad ya que el maximo de actividad se puede alcanzar a diferentes horas segun el

protocolo de alimentacion.
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