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Resumen

El conocimiento de la fisiologia digestiva en larvas de peces marinos es esencial para establecer protocolos de
alimentacion apropiados para cada etapa de cultivo, y asi mismo para desarrollar dietas formuladas de acuerdo a
la capacidad digestiva de las larvas en desarrollo. En el presente estudio, el sistema digestivo de totoaba fue
caracterizado durante su ontogenia utilizando técnicas bioquimicas y moleculares con el fin de entender la
capacidad digestiva de esta especie. La expresion y actividad de tripsina y quimiotripsina fueron observadas en
el dia pos-eclosion, dpe 1, con incrementos al inicio de la primera alimentacion exdgena y durante el desarrollo
del tracto digestivo. Un incremento significativo en la expresion de pepsina fue detectado en el dpe 16, mientras
que el incremento en el nivel de actividad fue detectado al dpe 24, lo cual coincidié con el desarrollo del
estémago. Un segundo incremento en el nivel de expresion de pepsina fue detectado en el dpe 35, seguido por
un pico de actividad en el dpe 40, coincidiendo con el cambio de alimento vivo a dieta formulada.
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1. Introduccidén

En la acuicultura de peces marinos, uno de los puntos méas importantes es la alimentacion,
especialmente en la etapa larvaria, ya que los cambios anatomicos y fisioldgicos durante su
desarrollo son los factores que definan sus requerimientos nutricionales. En el medio
natural, una vez que el saco vitelino es absorbido, los peces toman su alimento del plancton
(alimento vivo) como dieta inicial. EI mayor constituyente nutricional del alimento vivo es
la proteina, la capacidad proteolitica para la digestion del bolo alimenticio puede ser
considerada como la méas importante en los estudios nutricionales con larvas de peces
(Garcia-Ortega, 2000).

Los esfuerzos de investigacion se han dirigido a determinar las condiciones que
incrementen la supervivencia y crecimiento de las larvas; estos esfuerzos incluyen estudios
de fisiologia digestiva con el objeto de planificar mejor las estrategias de alimentacion y
estos estudios son de suma importancia, ya que de ello depende el éxito del cultivo. Se ha
probado que el nivel de actividad de algunas enzimas digestivas puede ser un buen
indicador del estado nutricional, la presencia de ciertas enzimas es relevante para establecer
el momento éptimo para el destete (Uebershar, 1993) o bien para evaluar el estado general

del cultivo.

Una de las razones por las cuales la supervivencia de las larvas de peces marinos en cultivo
es muy baja, se debe al desconocimiento de su capacidad digestiva, ya que en muchos de
los casos, no se toman en cuenta las transformaciones morfoldgicas internas mas
importantes, como la formacion y acomodamiento progresivo de los principales érganos y
el incremento en su funcionalidad, las cuales normalmente ocurren durante el primer mes
de desarrollo (Alarcon, 1997 y Kurokawa et al., 1998). La gran mayoria de los peces
marinos al momento de la eclosion carecen de un estomago funcional y su tracto

gastrointestinal se desarrolla de forma progresiva (Zambonino-Infante y Cahu, 2001).

Diversos autores han realizado estudios en varias especies de peces marinos demostrando

que el estdbmago, el pancreas y el intestino no se encuentran completamente desarrollados y
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maduros al momento de la eclosion y que estos drganos presentan algunos cambios
morfoldgicos y funcionales durante el desarrollo larval que difieren dependiendo de la edad
y el estado nutricional. Asi mismo, estos estudios han establecido las bases para describir y
determinar la capacidad digestiva de las distintas especies (Douglas et al., 1999;
Zambonino-Infante y Cahu, 1994, 2001; Gisbert et al., 2004, 2008; Murray et al., 2004,
2006; Chen et al., 2006; Garcia-Gasca et al., 2006; Alvarez-Gonzalez et al., 2006, 2008,
2010). Las enzimas digestivas son secretadas en diversos 6rganos, incluyendo: el estmago,
el pancreas, la vesicula biliar y las paredes del intestino. Sin embargo también se ha
demostrado que un porcentaje bajo de las enzimas (1 %) pueden provenir de las presas
vivas o de las bacterias que conforman la flora intestinal (Lauff y Hoffer, 1984; Kurokawa
et al., 1998). Particular atencion la ha recibido el tejido pancreatico ya que sintetiza y
secreta en el lumen del intestino una cantidad de enzimas (proteasas, lipasas y
carbohidrasas pancreaticas) en forma de precursores inactivos (zimdgenos). Entre las
proteasas mas importantes se pueden mencionar a la tripsina, la quimiotripsina y la elastasa.
Asi mismo, entre las lipasas se destacan la lipasa neutra dependiente de sales biliares y las
fosfolipasas. Por su parte, entre las carbohidrasas mas primordiales se encuentran las

amilasas y las maltasas (Kolkovski y Sakakura. 2007).

El higado es uno de los primeros 6rganos en desarrollarse y esta involucrado en la
absorcion del saco vitelino. El pancreas y la vesicula biliar, estan relacionados con la
digestion de proteinas, lipidos y carbohidratos, mismos que fueron observados poco tiempo
después, sin embargo son completamente funcionales al momento de la primera
alimentacion exogena (Lauff y Hoffer, 1984; Kurokawa et al., 1998). Cuando el estomago
estd completamente desarrollado y funcional, la digestién de proteinas de las larvas de
peces inicia en un medio acido (HCI) el cual activa a la enzima pepsina que es la enzima
principal en el estbmago. En contraste con aquellas larvas de peces marinos que no secretan
acido clorhidrico y por lo tanto ni pepsindgeno para digerir las proteinas, la digestion se
realiza esencialmente con las enzimas pancreaticas e intestinales activas en un medio
alcalino (Tanaka 1973; Tanaka et al., 1976, Rennestad, et al., 2003). Por otro lado, en el
intestino la digestion se lleva a cabo a través de procesos tanto intracelulares como

extracelulares (Smith, 1989). Las enzimas extracelulares que participan en estos procesos
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pueden estar localizadas en el lumen intestinal, por ejemplo, enzimas secretadas por el
pancreas como la tripsina y la quimotripsina, asi mismo algunas estan adheridas a la
membrana del epitelio intestinal (borde en cepillo) como lo son la aminopeptidasa y la
fosfatasa alcalina. En el caso de las intracelulares el Gnico grupo descrito corresponde a las
catepsinas. Watanabe (1984) observd la absorcion de proteinas (peroxidasa del rabano) por
medio de pinocitosis y su posterior digestion intraenterocitica por medio de lisosomas, lo
cual resulté que la digestion intracelular se realiza principalmente en la region posterior del
intestino. Este mecanismo de digestion es mas importante en larvas que en peces juveniles
0 adultos, y se cree que la digestion intracelular compensa la baja digestion extracelular
exhibida durante la etapa larvaria (Watanabe, 1984; Cahu et al,. 1995).

En los Gltimos afios en México se ha incrementado considerablemente el interés del cultivo
de peces marinos de importancia comercial y con ello el estudio de su nutricion. Especies
como totoaba (Totoaba macdonaldi), corvina blanca (Atractoscion nobilis), lenguado
(Paralichthys californicus), jurel aleta amarilla (Seriola dorsalis), cabrilla arenera
(Paralabrax maculatofasciatus), botete diana (Sphoeroides annulatus), pargo lunarejo
(Lutjanus guttatus) estan siendo estudiadas con diferentes grados de avances (Civera-
Cerecedo et al., 2002; Duncan et al., 2003; Gisbert et al., 2004; Garcia-Ortega et al., 2009;
Lopez et al., 2009; Galaviz et al., 2011). El grado de avance difiere entre especies, sin
embargo, en la actualidad los cultivos comerciales de peces marinos en México se limitan
principalmente a la engorda en jaulas de organismos capturados en medio natural debido a
la incapacidad de lograr su cultivo larvario (Garcia-Ortega, 2002; y Avilés-Quevedo, 2005).
Los problemas en la larvicultura de peces marinos principalmente estan relacionados con

los aspectos de nutricion y alimentacion.

Recientemente se han realizado estudios en especies con potencial de cultivo en México
sobre desarrollo del sistema digestivo, actividad enzimatica, requerimientos de proteinas,
lipidos y carbohidratos, en especies como A. nobilis (Valverde, 2002; Lépez et al., 2006,
2009; Durazo et al., 2010), P. californicus (Gisbert et al., 2004; Alvarez-Gonzélez et al.,
2006; Zacarias-Zoto et al., 2006), S. annulatus (Garcia-Ortega et al., 2002; Garcia-Gasca et
al, 2006; Garcia-Ortega, 2009), L. guttatus (Garcia-Ortega et al., 2009; Abdo de la Parra et
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al., 2010) y P. maculatofasciatus (Pefia et al, 2003; Alvarez-Gonzalez et al, 2008, y 2010).
Se ha logrado un gran avance en estudios sobre fisiologia digestiva en etapas larvarias y
ampliado el conocimiento sobre los requerimientos nutricionales en etapas de engorda
(juveniles y adultos). A pesar de ello, se han presentado diversas dificultades relacionadas
con el desconocimiento exacto de las condiciones ambientales 6ptimas para el cultivo, falta
de informacion acerca de los habitos alimenticios y requerimientos nutricionales. Los
cambios ontogenéticos y del crecimiento larval son informacién vital para poder llevar a
cabo con éxito dicha actividad y mantener un estado nutricional optimo hasta la etapa de
juvenil y/o adulto. En México existen especies de peces marinos con oportunidad de ser
explotadas para su cultivo con fines de repoblamiento y comercial, entre la que destaca

Totoaba macdonaldi.

La totoaba se encontraba clasificada en el género Cynoscion, género en el que la totoaba
fuera la especie que alcanzaba la mayor talla dentro de su familia (Sciaenidae) con tallas
cercanas a los dos metros de longitud (Berdegué, 1955) y pesos superiores a los 135 kg
(Cannon, 1966). Actualmente se encuentra clasificada como Totoaba macdonaldi, en un género y
especie Unica para esta familia y es un pez endémico del Golfo de California (Cisneros-Mata et al.,
1997). A partir de 1975 ha sido incluida en la lista de especies en peligro de extinciéon (CITES,
2005). A principios de 1900 se exportaba su vejiga gaseosa a oriente para ser utilizado como
principal ingrediente en una sopa gourmet (Berdegué 1955). En 1942 la captura de esta especie
alcanz6 un maximo de 2,261 toneladas. Sin importar el incremento en el esfuerzo pesquero, la
produccion anual fluctu6 hasta llegar a capturar sélo 58 toneladas en 1975 (Flanagan y
Hendrickson, 1976).

Aunque se han postulado diversas causas probables que afectan a las poblaciones de este
importante recurso, la informacién que existe sobre la totoaba sigue siendo muy limitada.
Se han llevado a cabo estudios sobre su desarrollo embrionario (Morales-Ortiz, 1999),
desarrollo larval (Sandoval-Garibaldi, 2001) y requerimientos nutricionales. En éstos se ha
investigado el efecto de diferentes niveles de acidos grasos, dietas isoprotéicas, niveles de
alimentacion, etc. (Lopez et al., 2006; Sol6rzano-Salazar, 2006 y Vizcaino-Pérez, 2008),

sin embargo, se desconoce la capacidad digestiva de las larvas en cautiverio y actualmente
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aun se encuentra en desarrollo el protocolo 6ptimo de alimentacidn para el desarrollo larval

de esta especie.

Actualmente la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura de la Facultad de Ciencias Marinas
de la Universidad Auténoma de Baja California, lleva a cabo el desarrollo de la biotecnia
de cultivo de esta especie, enfocado a logar el inicio de un programa de repoblamiento a
partir reproductores mantenidos en cautiverio (True et al., 1997, 2001). Sin embargo, la
maduracion y reproduccion logradas han sido generalmente limitadas (calidad de huevo), lo
que podria atribuirse al desconocimiento de sus requerimientos nutricionales (Lopez et al.,
2006). Aun que ya se ha logrado su cultivo existen limitantes para escalarlo a nivel
comercial y une de ellas se centra en la obtencion de informacion detallada sobre la
nutricion y fisiologia digestiva durante la ontogenia temprana de esta especie. Por lo
anterior es indispensable conocer el desarrollo del sistema digestivo y sus capacidades
enziméticas. Por lo que la presente investigacion tiene como objetivo, el generar
informacidn sobre la expresion y actividad de tripsina, quimiotrispina y pepsina durante el
desarrollo del sistema digestivo en larvas y juveniles de totoaba, alimentadas con alimento

vivo y durante el periodo de destete.

2. Metodologia

1.1.  Protocolo de cultivo larvario de totoaba (T. macdonaldi)

2.1.1 Obtencion de huevos y cultivo larvario

Huevos y larvas de totoaba fueron obtenidos de reproductores mantenidos en
cautiverio en la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la Facultad de Ciencias
Marinas, Universidad Autdbnoma de Baja California campus Ensenada de acuerdo a los

procedimientos establecidos en dicha unidad (True, 2012).

2.1.2. Alimentacion
La alimentacion de las larvas se proporciond de acuerdo al protocolo de UBP, el
cual inici6 a partir del dpe 4. El primer alimento vivo que se le proporcionoé a las larvas

fueron rotiferos vivos a razén de 5 rotiferos mL™ durante los primeros tres dias después de
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haber iniciado la primera alimentacion exdgena. A partir del dpe 8 las larvas se alimentaron
tres veces al dia hasta el dpe 16, a partir de este dia se empezaron a introducir nauplios de
Artemia a razén de 0.5 ml™ asf la densidad de rotiferos empez6 a disminuir hasta que el dpe
18, para posteriormente ser alimentado solo con nauplios de Artemia. Los nauplios de
Artemia fueron en aumento de acuerdo a la edad de la larva llegando a proporcionar cinco
nauplios mL™ para el dpe 24 y mantenerse hasta el inicio del cambio de alimento vivo a
alimento inerte (destete) (Otohime Japanese Marine Weaning, Red Mariculture; proteina
52.11%, lipidos 16.3% Yy cenizas 11.2%, tamaifio de particulas desde 200 hasta 1410 um)
que se realizé el dpe 28 en adelante. La cantidad de nauplios de Artemia disminuyeron
conforme aumentaba el cambio de alimento y fueron sustituidos del tanque de cultivo el
dpe 34, mientras que la cantidad (g) de microdieta fue en aumento para completar el destete
el dpe 34 (Figura 1).

L

Otohime Japanese

Microdieta

Artemia sp
[ Artemia >

Brachionus plicatillis
I Rotiferos

TIPO DE ALIMENTO SUMINISTRADO

sv ab est
0 1 2 3 4 5 6 8 10 12 14 16 18 20 24 28 32 36 40 45’
DIAS POST-ECLOSION MUESTREADOS

Figura 1. Protocolo de alimentacion y toma de muestras durante el larvicultivo de totoaba
(T. macdonaldi). (ab), abertura de la boca, (est), estbmago, (sv), absorcion del saco vitelino.
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2.2.0. Colecta de muestras para analisis bioquimico y molecular

Dependiendo de su talla, larvas de totoaba (n=30-100) fueron muestreadas de manera
aleatoria directamente de los tanques de cultivo experimental, se utilizd una malla de
300um. Las muestras fueron colectadas una hora después de la primera alimentacion (8.00
a.m.) esto con el fin de descartar posibles efectos de enzimas provenientes de la dieta. Las
muestras de larvas fueron colectadas cada dia desde el dpe O hasta el dpe 6, luego las
muestras fueron colectadas cada dos dias hasta el dpe 20 y cada cuatro dias hasta el final
del estudio (dpe 40). Después de haber muestreado las larvas, éstas fueron anestesiadas con
tricaina metansolfonato (MS 222), lavadas con agua destilada para remover el exceso de
sales y congeladas a -70°C hasta analisis.

Muestras adicionales (n=10-30) fueron tomadas cada dia para registrar datos de talla
en longitud total y peso himedo desde el dpe 0 hasta el dpe 4y 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
24, 28, 32, 36 y 40 dpe. La longitud total promedio (mm) fue obtenida mediante la
medicion de una muestra de larvas (10 larvas) bajo un microscopio usando una camara
digital y el software PAXcam2 (Pax-it versién 6, Mis Inc., USA). El peso himedo
individual de las larvas (mg) fue calculado pesando tres submuestras de larvas (n=30) con

una balanza analitica (Sartorious, Gottingen, Germany; precision 1 x10™ g).

2.2.1. Preparacion de extractos enzimaticos

Los extractos enzimaticos se obtuvieron al macerar las muestras de eleuteroembriones
(larvas recién eclosionadas), larvas y juveniles. En larvas mayores a 18 dpe se disecd el
sistema digestivo con el proposito de eliminar los inhibidores enzimaticos que pudieran
estar presentes en la musculatura, asi como otras enzimas relacionadas con el metabolismo

de las proteinas musculares y el sistema inmune (Hjelmeland, 1985).

En este caso, las disecciones se realizaron bajo un microscopio estereoscépico y de una
lampara con lupa sobre portaobjetos enfriados en una cama de hielo seco, con el fin de

mantener las larvas a baja temperatura durante la diseccién. Cada muestra proveniente de la

Galaviz, et al. 2013. Avances en el Estudio de la Nutricién Larvaria, Expresion y Actividad de Enzimas Digestivas en Totoaba (Totoaba macdonaldi, Gilbert
1890) una Especie con Potencial de maricultivo en Baja California. En: Cruz-Suarez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G.,
Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Alvarez-Gonzalez, C. (Eds), Contribuciones Recientes en Alimentacion y Nutricion Acuicola, Universidad
Autdnoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza, Nuevo Le6n, México, pp. 238-260.



246

diseccién contuvo de 10 a 30 larvas (0-16 dpe) o de tres a cinco sistemas digestivos (a
partir del dia 18 dpe), los cuales se homogenizaron en 1 ml de agua desionizada en bafio de
hielo (4 °C) utilizando un homogenizador de tejidos (Kontes, USA). Los homogenizados se
centrifugaron a 14,000 g durante 30 min a 4°C, en una centrifuga refrigerada (Biofuge
Primo R marca Heraeus). El sobrenadante se utiliz6 como extracto enzimatico y se separd

en alicuotas de 200 ul que se almacenaron a -70°C hasta su analisis.
2.2.3. Cuantificacion de la actividad proteolitica

La Tabla Il indica los sustratos utilizados para cuantificar por medio de espectrofotometria

la actividad de algunas enzimas proteoliticas presentes en los extractos larvarios.

Actividad proteolitica acida total (pepsina): Para la medicion de la actividad proteolitica
acida se utiliz6 una modificacion de la metodologia de Sarath et al. (1989). Se afiadieron
150 pl de hemoglobina desnaturalizada a 50 pl de extracto enzimatico y la mezcla se
incubd a 37°C durante 10 min, después de los cuales la reaccion se detuvo con 300 pl de

acido tricloroacético al 5% y se dejo reposar durante 30 min a 4°C.

La proteina precipitada se eliminé por centrifugacion a 19,000 g durante 5 min y la
absorbancia del sobrenadante se midié a 280 nm contra un blanco en el cual el extracto
enzimatico se inactivo por adicion del &cido antes de iniciar la reaccion. Se utiliz6 pepsina
porcina comercial (SIGMA) a una concentracion de 10 pg ml™ como control. Una unidad
de actividad se definié como la cantidad de enzima que cataliz6 la formacion de 1 pg de

tirosina por minuto.

Actividad tipo tripsina: Para la medicion de la actividad tipo tripsina se utilizé una
modificacion de la metodologia de Erlanger et al. (1961). Se le anadieron 350 pl de
BAPNA (Na-Benzoil-DL-Arginina-P-Nitroanilida) a 50 pl del extracto enzimatico y la
mezcla se incubd a 37°C durante 30-60 min; al término de este tiempo la reaccion se
detuvo con 100 pl de acido acético al 30% y se dejo reposar durante 15 min a temperatura

ambiente. La absorbancia a 410 nm se leyd contra un blanco en el cual el extracto
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enzimético se inactivd por adicion previa del acido. Se utilizé como control tripsina
comercial (SIGMA Tipo IX, de pancreas de porcino), con una concentracion de reaccion de
10 pg ml-1. Una unidad de actividad corresponde a 1 pmol de p-nitroanilida liberada por

minuto usando como coeficiente de extincion molar 8800 cm-1M-1.

Actividad tipo quimotripsina: Para la medicion de la actividad tipo quimotripsina se
utilizé la metodologia de Hummel (1959) con las modificaciones realizadas por Applebaum
et al. (2001). La cantidad de extracto enzimatico necesaria para detectar actividad (5-50 pl)
se llevé a un volumen final de 50 ul con agua desionizada. La reaccion se inici6 al afadir
450 pl de BTEE (N-Benzoil-L-Tirosina Etil Ester) y la muestra se incub6 por 15-30 min a
37°C. La absorbancia a 256 nm se leyd contra un blanco en el cual el extracto enzimatico
se sustituyo con agua desionizada, usando como control quimotripsina comercial (SIGMA
Tipo 11, de pancreas de bovino) en una concentracién de reacciéon de 1 pg ml™. Una unidad
de actividad enzimatica se defini6 como 1 umol de BTEE hidrolizado por minuto

utilizando el coeficiente de extincion molar 964 cm™ M.

2.2.4. Calculo de actividades especificas.

La actividad de un extracto problema se determiné utilizando las siguientes ecuaciones:

Ecuacion 1. Célculo de la actividad en unidades por ml.

AABS x volumen final ,...cion (IMl)
Unidades/mli =

CEM x tiempo (min) x volumen extracto (mil)
Ecuacion 2. Célculo de la actividad en unidades por mg de proteina soluble en el extracto.

Unidades / ml

Unidades/mg proteina soluble =
mg proteina soluble / mi

Siendo:
AABS el incremento de absorbancia a una determina longitud de onda; volumen final (reaccion),

el volumen final de la reaccion; CEM, el coeficiente de extincion molar.
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Tabla Il. Sustratos utilizados para cuantificar espectrofotométricamente la actividad de
diferentes enzimas digestivas en larvas de totoaba

Sustrato Especificidad Solvente
Generales:
Hemoglobina 2% Proteasas &cidas (pepsina)

(desnaturalizada) *

Especificos:
BAPNA 1 mM ? Tipo tripsina DMSO
BTEE 0.56 mM ® Tipo quimiotripsina DMSO

1 Metodologia de Sarath et al. (1989).

2 BAPNA: No-Benzoil-DL-Arginina-P-Nitroanilida. Metodologia de Erlanger et al. (1961).

3 BTEE: N- Benzoil-L-Tirosina Etil Ester. Metodologia de Hummel (1959) modificada por Applebaum
(2001).

2.3. Analisis molecular

2.3.1. Clonacidn de genes de enzimas digestivas en larvas de totoaba

El analisis molecular se realiz6 segun la metodologia descrita por Garcia-Gasca et al.
(2006). EI ARN total fue extraido de larvas completas (hasta el dpe 16) y de tracto
digestivo (desde el dpe 18 hasta el final del estudio), usando reactivo Trizol (Invitrogen),
seguido por dos tratamientos de DNAsa para eliminar completamente el ADN gendmico.
La sintesis de ADNc se llevo a cabo con 5 pg de ARN total y la enzima trancriptasa reversa

MMLYV (Promega) en presencia de random primers.

Para el disefio de los oligos para los genes de las diferentes enzimas se obtuvieron
secuencias de nucleotidos de las diferentes enzimas para otras especies de peces usando el
programa ENTREZ del NCBI (Nacional Center of Biotechnology Information) a partir del
cual fue posible ingresar a la base de datos de GenBank. Las secuencias fueron alineadas

utilizando el programa Multalin o Clustal-W. Se obtuvieron secuencias consenso de
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regiones conservadas para disefiar los oligos degenerados. Estos oligos se disefiaron
utilizando el programa PRIMERS3.

A partir de estos oligos se realizaron amplificaciones por PCR utilizando ADNc y los
productos obtenidos fueron purificados y ligados a un vector pGEM-(Promega),
introducidos en bacterias competentes E. coli DH5a y fueron transformados por choque
térmico; la extraccion del plasmido se realiz6 mediante lisis alcalina. La secuenciacion
bidireccional se llevd a cabo utilizando primers universales para secuenciacion T7/SP6 (T7:
5-TAA-TAC-GAC-TCA-CTA-TAG-GG-3'; SP6: 5-ATT-TAG-GTG-ACA-CTA-TAG-3")
y un secuenciador LICOR IR2 siguiendo las instrucciones del fabricante. Las secuencias
obtenidas fueron comparadas con otras secuencias en base de datos del GenBank mediante
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y editadas mediante el programa BioEdit.
Posteriormente se disefiaron oligos especificos para cada enzima para proceder a la
cuantificacion de la expresion génica por PCR en tiempo real.

2.3.2. PCR Cuantitativo (qPCR)

La expresion de genes de tripsina, quimotripsina, pepsina y 18s ribosomal fue cuantificada
de manera relativa con un termociclador de tiempo real SmartCycler (Cepheid) usando
SYBER GREEN®. Las muestras de ADNc de larvas de totoaba de los diferentes dias post
eclosion fueron analizadas por duplicado y se utilizdé como control interno el gen 18s
ribosomal (los primers para gPCR se muestran en la Tabla IV). Las reacciones de PCR se
realizaron bajo las siguientes condiciones: 95°C por 2.5 minutos, y 40 ciclos a 95°C por
30s, 60°C por 30s y 72°C por 30s. La elaboracion de la curva estandar de cada uno de los
genes se realizd por medio de diluciones seriadas del ADNc amplificado con los primers de
tripsina, quimotripsina, pepsinay 18s ARNTr. Se utilizaron los valores del ciclo umbral (CT)
y el nimero de copias en escala logaritmica (log copy number) obtenidos del anélisis de
dilucion serial para realizar un andlisis de regresion lineal y calcular cada una de las curvas

estandar.

Galaviz, et al. 2013. Avances en el Estudio de la Nutricién Larvaria, Expresion y Actividad de Enzimas Digestivas en Totoaba (Totoaba macdonaldi, Gilbert
1890) una Especie con Potencial de maricultivo en Baja California. En: Cruz-Suarez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G.,
Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Alvarez-Gonzalez, C. (Eds), Contribuciones Recientes en Alimentacion y Nutricion Acuicola, Universidad
Autdnoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza, Nuevo Le6n, México, pp. 238-260.



250

Para el calculo del numero de copias (C0O) en muestras no conocidas se empled el modelo
de regresion lineal:

y=a+b (CT)

Donde:

y= nivel de expresion de cada gen, a= intercepto, b= pendiente de la curva estdndar y CT=
ciclo umbral.

Finalmente para normalizar la CO de cada muestra se dividio la CO de cada uno de los
genes por el CO de 18s rRNA y por ultimo cada muestra normalizada se dividio por el

calibrador que en este caso fue el dia post eclosion uno (dpe 1).

2.4. Andlisis estadistico

La actividad especifica e individual de las enzimas digestivas en larvas fue expresado como
media y desviacion estandar (media £D.E). Todos los datos fueron analizados para su
normalidad y homogeneidad de varianzas. Se realizaron pruebas de analisis de varianzas de
una via (ANOVA), identificando las diferencias con pruebas de comparaciones maultiples
de Tukey. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa Sigma-Plot
11.0 para Windows (Sigma- Plot® 11.0, USA). Todas las pruebas estadisticas se realizaron

con un nivel se significancia de a = 0.05.

2.0. Resultados
2.1. Expresion y actividad de enzimas digestivas

Tripsina

La expresion de mRNA de tripsina se detectd a niveles muy bajos durante el dpe 1, sin
embargo, hacia el dpe 5 la expresion incremento, la cual coincidid con el inicio de la
alimentacion a base de rotiferos (Figura 2A). El nivel de expresion volvio a incrementar en
el dpe 16 cuando la alimentacién cambid de rotiferos a nauplios de Artemia, sin embargo,
no se observaron diferencias significativas (P>0.05) al dpe 16 con respecto a los demas

dias.
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El méximo nivel de mRNA de tripsina fue detectado en el dpe 34, cuando las glandulas
gastricas y el estdbmago estaban completamente desarrollados y las larvas fueron
alimentadas exclusivamente con microdieta. En el dpe 40 (al final del experimento) se
observo una disminucién muy marcada mas no significativa (P>0.05) con respecto al nivel

de expresion del gen de tripsina.

La actividad especifica de tripsina fue detectada desde el dpe 1 (0.39 +£0.05 mU/mg
proteina), manteniéndose baja durante los siguientes dias, sin embargo, un incremento
significativo (P<0.001) fue observado en el dpe 12 (1.06+0.20 mU/mg proteina). Después
del dpe 12 la actividad especifica de tripsina disminuyo hasta el dpe 16 (0.39+0.01 mU/mg
proteina), la cual incrementé de nuevo hacia el dpe 25 (0.99+0.17 mU/mg proteina
P<0.001), sin embargo, el nivel de actividad especifica de tripsina volvié a disminuir
durante los siguientes dias donde no se observaron diferencias significativas (P= 0.999) en
la actividad enzimatica cuando las larvas fueron alimentadas a base de rotiferos y Artemia.
El maximo nivel de actividad especifica de tripsina se alcanzo el dpe 40 (1.83+£0.05 mU/mg

proteina) (Figura 3B).
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Figura 2. Expresion y actividad de tripsina en larvas de totoaba durante su desarrollo

larvario (Media = DE, n=3). Asteriscos (*) indican diferencias significativas en el tiempo.

Quimotripsina

La expresion de quimotripsina fue detectada a nivel muy bajo en el dpe 1, la cual mostré

dos incrementos importantes durante el desarrollo del presente estudio, sin embargo dichos

incrementos no fueron significativos (P>0.05). El primer incremento fue observado en el

dpe 16 (Figura 3A), coincidiendo con el cambio de alimentacion de rotiferos a nauplios de

Artemia. El segundo

incremento fue observado en el dpe 36, cuando las larvas fueron

alimentadas con microdieta como dieta exclusiva, luego el nivel de expresion de

quimotripsina disminuyé hacia el final del estudio al dpe 40.
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Diferencias significativas (P <0.001) fueron observadas en la actividad especifica de

quimotripsina (Figura 14B), la cual se detect6 a un nivel muy bajo en el dpe 1 (0.18+0.08

mUx10° mg proteina™®), con incremento posterior significativo (P <0.001) en el dpe 12

(2.57+0.38 mUx10-3/mg proteina), coincidiendo con la alimentacion a base de rotiferos y

con el desarrollo del intestino. No se observaron diferencias significativas entre los dias 12

y 36 (P =0.805). Sin embargo, un incremento significativo fue observado en el dpe 36

(1.7520.95 mUx107 mg proteina™) (P <0.001). Durante este periodo las larvas estaban por

terminar la transicion de alimento vivo a inerte. En el dpe 40 la actividad de quimotripsina

disminuyd significativamente (P <0.001) con respecto a los dpe 12 y 36 (Figura 3B).
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Figura 3. Expresion y actividad de quimotripsina en larvas de totoaba durante su desarrollo

larvario (Media £DE n=3). * indican diferencias significativas en el tiempo.

Galaviz, et al. 2013. Avances en el Estudio de la Nutricién Larvaria, Expresion y Actividad de Enzimas Digestivas en Totoaba (Totoaba macdonaldi, Gilbert
1890) una Especie con Potencial de maricultivo en Baja California. En: Cruz-Suarez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G.,
Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Alvarez-Gonzalez, C. (Eds), Contribuciones Recientes en Alimentacion y Nutricion Acuicola, Universidad

Autdnoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza, Nuevo Le6n, México, pp. 238-260.



254
Pepsina

La expresion del gen de pepsina fue detectada significativamente en el dpe 16, dos dias
antes de la aparicion de las glandulas gastricas (Figura 4A). ElI maximo nivel de la
expresion de pepsina increment6 significativamente en el dpe 36 (P =0.025), el cual
coincidid con el desarrollo completo del estbmago. Después del dpe 36 y hasta el dpe 40 el

nivel de expresion disminuyd (etapa final del bioensayo).

La actividad especifica de pepsina fue detectada a niveles muy bajos entre los dpe 18 y 20
(0.20 £0.07 U mg proteina™). El primer incremento significativo en actividad especifica fue
observado el dpe 24 (2.16 +1.17 U mg proteina™*, P =0.01) el cual coincidié con el inicio de
la formacion del estbmago (Figura 4B). Posteriormente la actividad disminuy6 entre los
dias 28 y 32 para luego incrementar significativamente (P <0.01) al final del experimento
en el dpe 40. Sin embargo, la expresion de pepsina fue detectada a niveles bajos en el dpe
14, en el dpe 16 se observo un incremento no significativo (P =0.715), para luego disminuir
en el dpe 25 y volver a incrementar significativamente (P =0.025) en el dia 36 donde

alcanzo su nivel méaximo.
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Figura 4. Expresion y actividad de pepsina en larvas de totoaba durante su desarrollo

larvario (Media £DE n=3). * Indican diferencias significativas en el tiempo.
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3.0. Conclusiones

En larvas de totoaba, el sistema digestivo esta completamente funcional entre los dpe 24 y
28, ya que mediante analisis bioguimicos y moleculares se cuantificaron tres de las
principales enzimas digestivas relacionadas con la digestion de proteinas contenidas en la
dieta, proporcionando asi informacion relevante para esta especie, esto debido a que no se
contaba con informacion detallada sobre la fisiologia digestiva y protocolos de
alimentacion adecuados para T. macdonaldi. Entre los dpe 24 y 28 las larvas de totoaba son
capaces de digerir dieta formulada y absorber los nutrientes de la misma, por lo tanto,
basandonos en los resultados obtenidos y bajo las condiciones experimentales en las que se
realizd este estudio, se propone estandarizar el inicio del periodo del destete a partir del dpe
24.

Los conocimientos obtenidos en el presente estudio constituyen un aporte importante para
el desarrollo del cultivo larvario de especies como totoaba (T. macdoandli). Asi mismo,
estos resultados son clave para apoyar de manera certera el cultivo de esta especie en Baja
California, tal y como se realiza con otras especies de peces marinos en otros paises. El
éxito de dichos desarrollos tecnoldgicos se basa en un buen control y conocimiento
exhaustivo del proceso de alimentacién, digestion y nutricion durante el desarrollo

fisiolégico digestivo en peces.
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