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Resumen

Para mejorar los protocolos de alimentacion en los larvicultivos, es menester conocer los cambios
morfofuncionales, durante la ontogenia inicial de los peces. El objeto del presente trabajo fue estudiar los
cambios morfoldgicos y de expresion génica ligada a enzimas digestivas en periodo larvario (0 al 30 después
de la eclosién (dde)), asi como caracterizar enzimas digestivas en juveniles de C. urophthalmus. Para los
estudios morfoldgicos, las muestras fueron tefiidas por H&E y PAS/AB; mientras que para los estudios
moleculares, se realiz6 PCR en tiempo real, utilizando cebadores especificos disefiados para amplificacion de
a-amilasa, lipasa (dependiente de sales biliares) y fosfatasa alcalina, a partir de cDNA de C. urophthalmus, y
determinar su expresion génica. También se valord la actividad especifica de tripsina, quimiotripsina, leucina
aminopeptidasa, carboxipeptidasa A, a-amilasa y fosfatasas, presentes en extractos multienziméaticos de
estdmago e intestino. Se realizaron pruebas de inhibicién enzimética y se determiné el pH y temperatura
optimos, de proteasas en condiciones acidas y alcalinas; asi como el efecto de ambos factores, sobre la
estabilidad de ambos tipos de enzimas. Los resultados histoldgicos mostraron que C. urophthalmus desarrolla
cambios morfofuncionales relativamente rapidos en estémago, con glandulas gastricas funcionales a los 14
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dde. Los estudios moleculares revelaron importante expresion génica de lipasa dependiente de sales biliares y
a-amilasa, a partir de los 3 dde, indicando diferenciacion y funcionalidad pancréatica. Los estudios de
caracterizacion enzimatica en C. urophthalmus demostraron importante actividad de proteasas &cidas y
alcalinas (con cierto predominio de éstas Ultimas), evidenciando habitos omnivoros, con tendencia a

carnivoria.
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Introduccion

Actualmente, el larvicultivo de los peces es quizd uno de las etapas mas criticas en
acuacultura, debido a las altas mortalidades que se presentan, frecuentemente asociadas a
deficiencias nutricionales, deficientes protocolos de alimentacion, entre otros. El
crecimiento y la supervivencia de las larvas de peces dependen del éxito de la alimentacion
y la efectiva digestion y absorcion de nutrientes (Tanaka et al., 1995). En este contexto,
uno de los aspectos a considerar en el disefio de protocolos de alimentacion, basados en
presas vivas o alimentos inertes, es la morfologia y fisiologia del sistema digestivo de los
peces. Las larvas pueden ser morfolégicamente capaces de capturar presas, a la primera
alimentacion (Segner et al., 1994; Bisbal y Bengtson, 1995), pero el sistema digestivo
requiere una serie de cambios de desarrollo antes de ser completamente funcional (Govoni
et al., 1986). Muchos trabajos han enfatizado la importancia de conducir estudios
especificos acerca de la organogénesis del tracto digestivo, con el fin de comprender mejor
la fisiologia nutricional y la funcionalidad (Lazo et al., 2011). Por lo tanto, el conocimiento
acerca de los cambios morfologicos y funcionales durante la ontogenia inicial de los peces
es de capital importancia, con miras a sentar las bases para la tecnologia de cultivo, de
acuerdo a la habilidad digestiva, durante la ontogenia inicial de los peces (Zambonino-
Infante et al., 2008; Lazo et al., 2011). Aungue los peces son un grupo taxonémico
diverso, los mecanismos basicos del desarrollo de drganos y sistemas son similares en
todos los teledsteos, aun cuando hay considerables diferencias interespecificas, con
relacion al “timing” de su diferenciacion, desarrollo y funcionalidad, durante su ontogenia
inicial (Lazo et al., 2011). Sin embargo, existen considerables diferencias en lo que
concierne al timing de cambios morfoldgicos y citoldgicos, durante la ontogenia inicial de
los peces, dado que depende de varios factores. Entre estos factores, la temperatura,
composicion del alimento, asi como la calidad del agua, son algunos factores importantes
(Zambonino-Infante y Cahu, 2007). El timing del desarrollo de 6rganos y las funciones
fisiolégicas son afectadas por la historia general de vida y las estrategias reproductivas de
cada especie (Lazo et al., 2011). Por consiguiente, existen diferencias especificas en el
timing de la diferenciacion de 6rganos, como en los ciclidos, lo cual ha sido relacionado a

su estrategia reproductiva. (Trevifio et al., 2010). El ciclido maya C. urophthalmus
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(Gunther, 1862), es una de las especies neotropicales en la que se han enfocado mas
estudios en la actualidad, debido a su alto potencial para la acuicultura. Esta especie goza
de una alta demanda en el mercado, a lo cual se agrega su alta adaptabilidad en cautiverio,
alta fertilidad, elevada tasa de crecimiento y supervivencia. Sin embargo, actualmente el
cultivo de esta especie es aun limitado, debido al poco conocimiento de su desarrollo
digestivo a lo largo de su ontogenia inicial. El objeto del presente estudio fue dilucidar la

organogenesis, durante la ontogenia inicial de la mojarra castarrica C. urophthalmus.

Antecedentes

Es necesario enfatizar que el éxito de los protocolos de alimentacidn en peces, dependen
sumariamente del conocimiento de los tiempos en los que se dan los cambios morfoldgicos
y de la capacidad digestiva y fisiologica, los cuales estan estrechamente relacionados con
la estrategia reproductiva de la especie. Es necesario llevar a cabo estudios sobre la
organogenesis segun la especie, para una mejor comprension de su fisiologia nutricional
(Trevifio et al., 2010). Por tanto, es menester el conocimiento acerca de los cambios

morfolégicos y en los tiempos en los que tienen lugar estos cambios,

Estudios histoldgicos y morfologicos

El conocimiento acerca del desarrollo digestivo en peces, facilitara la resolucion de los
cuellos de botella en los larvicultivos de peces, hacia la substitucion total o parcial del
alimento vivo, por formulaciones inertes. En este sentido, la ontogenia del tracto digestivo
de larvas de peces ha sido objeto de muchos estudios en los pasados 25 afos,
principalmente en peces de importancia comercial (Lazo et al., 2011). Entonces, los
trabajos en lo que concierne a los cambios morfoldgicos e histoldgicos a lo largo de la
ontogenia inicial son notoriamente vastos, principalmente en peces marinos, tales como
Diplodus sargus (Ortiz-Delgado et al., 2003), Paralabrax maculatofasciatus (Pefia et al.,
2003), Paralichthys californicus (Gisbert et al., 2004), Pagellus erythrinus (Micale et al.,
2006) y Scophthalmus rhombus (Hachero-Cruzado et al., 2009); y de agua dulce como en
Sander lucioperca (Ostaszewska, 2005) y ciclidos como Oreochromis niloticus (Morrison
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et al., 2001) y Petenia splendida (Trevifio et al., 2010). Las técnicas histolégicas han
permitido disponer de una base importante, para contribuir a dilucidar los cambios

morfoldgicos que se suscitan en la ontogenia inicial de peces.

Estudios de expresion de genes de enzimas digestivas

Los estudios con relacion a la expresion molecular de enzimas digestivas durante la
ontogenia inicial en peces, cobran cada vez importancia capital, pues permiten realizar
estudios de modo que se tenga una vision mas integral de la dindmica de cambios
morfofuncionales, en estos periodos criticos de cultivo. EI conocimiento de la expresion de
genes constituye una herramienta invaluable que complementa la informacion acerca de la
condicion nutricional de un organismo, obtenido a través de sus indicadores enzimaticos
(Lazo et al., 2011). Sobresalen los trabajos en el pez Hippoglossus hippoglossus (Murray
et al., 2006), Pagrus pagrus (Darias et al., 2006) y Sphoeroides annulatus (Garcia-Gasca
et al., 2006) entre otros.

Estudios de caracterizacion enziméatica

Existen diversos estudios sobre enzimas digestivas en peces marinos, como la lobina
europea marina Dicentrarchus labrax, la sardina Monterey Sardinops sagax caerulea, el
atan azul Thunnus orientalis, y la cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus (Lindnerl
et al., 1995; Castillo-Yafiez et al., 2005; Matus de la Parra et al., 2007; Alvarez-Gonzélez
et al., 2008, respectivamente). Asimismo, cada vez son mas relevantes los estudios sobre la
fisiologia digestiva en peces de agua dulce. Natalia et al., (2003) realizaron la
caracterizacion de enzimas digestivas del pez carnivoro ornamental Scleropages formosus,
revelando que pese a sus habitos carnivoros, puede asimilar alimentos inertes artificiales.
Lundstedt et al., (2004) trabajaron niveles entre 20 y 50% de proteina cruda y entre 1.9 y
36.2% de almidon en la dieta para encontrar su relacion con la actividad enzimatica en el
bagre de agua dulce Pseudoplatystoma corruscans, encontrando las mejores niveles de
proteina y almidon dietarios entre 30-40% y 13-25%, para el pez respectivamente con base

a la respuesta enzimatica. Furné et al., (2005) realizaron un estudio comparativo, al evaluar
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la actividad de proteasas, amilasas y lipasas del esturion Acipenser naccarii y la trucha de
agua dulce Oncorhynchus mykiss, indicando que el primero mostro caracteristicas de un
pez omnivoro, por su alta actividad de amilasas y en menor grado de proteasas y lipasas.
Debnath et al., (2007), estudiaron el efecto de la composicién de la dieta, sobre la actividad
de enzimas digestivas en la carpa rohu Labeo rohita, determinando que un 30% de proteina
cruda en la dieta, fue la que la que mejor respondié a la maquinaria enzimética del pez y
por tanto, obtuvo el menor indice hepatosomatico y uno de los mayores rendimientos en
peso. Zhong-yi et al., (2008), aislaron catepsina D, a partir de intestino de carpa herbivora
Ctenopharyngodon idellus con el fin de efectuar pruebas de inhibicion y obtener el pH y
temperatura 6ptimas. Perales-Garcia (2009) caracterizd las proteasas de la tenhuayaca
Petenia splendida, encontrando que sus proteasas digestivas son similares a la de otras
especies, y que posee una maquinaria enzimatica tipica de un pez de habitos carnivoros
estricto. Guerrero-Zarate (2010) exploro las enzimas digestivas presentes en el pejelagarto
tropical Atractosteus tropicus, evaluando la actividad de lipasas y demostrando resistencia
de proteasas acidas medios alcalinos y de proteasas alcalinas en medios acidos, observando

entonces actividad enzimatica conjunta de proteasas acidas y alcalinas en intestino.

Estudios histoldgicos

Material y métodos

Las larvas de C. urophthalmus fueron recolectadas a partir de un desove espontaneo
(hembras: machos, 3:1), mantenidas en cautiverio dentro de las instalaciones de la
Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Tabasco, México. Las larvas eclosionadas
fueron alimentadas con nauplios de Artemia no enriquecidos (INVE Adquaculture
Nutrition, Bélgica) tres veces por dia a saciedad, a partir de los 6 dias después de la
eclosion (dde) a los 15 dde. De esta edad a los 30 dde, las larvas fueron alimentadas con
alimento comercial para trucha (45% de proteina y 16% de lipidos), Nelson and Sons Inc.
Las larvas fueron muestreadas del 1 al 30 dde, fijadas en liquido de Bouin y formol al 4%
y preservadas en etanol al 50%. Las larvas fueron fotografiadas con un microscopio
equipado con camara fotografica (ANALYSIS™ Soft Imaging Systems GmbH, Miinster,

Alemania). Las imagenes fueron utilizadas para las medidas morfométricas (longitud
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estandar, altura y saco vitelino). EI volumen del saco vitelino fue estimado con la férmula
propuesta por Heming y Buddington, (1988), V = (1/6)ab?, donde VV (mm?®) = volumen del
saco, a y b longitud maxima y minima (mm), respectivamente. Las larvas muestreadas
fueron deshidratadas con series crecientes de alcohol (50, 75 y 100%) y embebidas en
parafina, con el procesador automaético de tejidos Histolab ZX-60 Myr (Especialidades
Médicas MYR SL, Tarragona, Espafia). Los bloques de parafina fueron elaborados en un
dispensador de parafina AP280-2 Myr y cortados en secciones sagitales de 3 um de grosor,
con un microtomo automatico Microm HM (Leica Microsystems Nussioch GmbH,
Alemania). Los cortes fueron mantenidos a 40 °C, toda la noche. Posteriormente, las
muestras fueron desparafinadas en series crecientes de xileno y tefiidas con Hematoxilina-
Eosina (H&E), para las observaciones morfologicas generales del tracto digestivo de
larvas. La tincion histoquimica a base de acido peryddico, Reactivo de Schiff (PAS) y
Alcian Blue (AB) a pH 0.5, 1.0 y 2.5 fueron realizados para la deteccion de compuestos
neutros, carboxilicos y sulfatados (respectivamente), en células mucosas (Pearse, 1985) del
tracto digestivo. Finalmente, las preparaciones histologicas de larvas fueron observadas en
un microscopio, Leica DMLB, equipado con una camara digital Olympus DP70 (Leica

Microsystems Nussioch GmbH, Alemania).
Resultados

En la figura 1, es posible visualizar el crecimiento en longitud estandar, de larvas de C.
urophthalmus hasta los 30 dias dde. Se puede observar un crecimiento tipo potencial,
seglin la ecuacion SL (mm) = 2.08 Ln (T) + 0.58 (R?> = 0.99, p < 0.05), donde SL =
Longitud estandar (mm) y T = Edad (dias). De modo paralelo, a la eclosion, el saco
vitelino ocupa la mayor parte de la cavidad abdominal, con un volumen promedio de 1.08
+ 0.05 mm?® no obstante, tal volumen se reduce en 59.3% (0.44 + 0.07 mm?®) después de 3
dde (3.14 £ 0.01 mm) y 81.2% a los 5 dde (3.91 £ 0.13 mm). El consumo del saco vitelino
esta correlacionado con la edad larvaria y descrita por la ecuacién YSV = -0.18 (T) + 0.18
(R? = 0.98, p < 0.01), donde YSV = volumen del saco vitelino (mm®) y T = edad (dfas)
(figura interior de la figura 1).
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Figura 1. Crecimiento en longitud estandar, y decaimiento del saco vitelino, durante la

ontogenia inicial de Cichlasoma urophthalmus.

Saco vitelino

Macroscopicamente, el saco no fue més visible a los 6 dde sin embargo, remanentes de
saco vitelino fueron microscopicamente visibles junto al tejido hepatico, el cual rodea los
remanentes a los 16 dde (6.61 + 0.4 mm). Microscépicamente, el saco vitelino se encontrd
rodeado por un epitelio sincitial, el cual consistio en cumulos eosinofilicos de

acumulacion de proteina (yolk platelets) (figura 2a).

Bucofaringe

A la eclosion, la cavidad bucofaringea fue corta y linealizada con escasas células mucosas.
Estas células secretoras se tifieron de azul y purpura con PAS y AB pH 2.5, 1.0 y 0.5,
indicando la presencia de una combinacion de mucinas neutras y acidicas (carboxiladas y
sulfatadas). Al 3 dde (3.14 + 0.11 mm) comenzd la aparicion de los primeros dientes
caninos hacia el lumen bucofaringeo. Se observaron ionocitos distribuidos en la parte
anterior de la cavidad oral, mientras los primeros corpusculos gustativos (figura 2b),
estuvieron presentes en la region posterior de la bucofaringe. Al 7 dde (4.45 £ 0.23 mm),

surgieron las primeras papilas bucofaringeas. EI nimero de células mucosas, dientes
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caninos y papilas bucofaringeas se incrementé conforme tuvo lugar el desarrollo larvario

(figura 2c).

Esofago

Entre el 1y los 2 dde, el es6fago comenzo a diferenciarse como un ducto corto linealizado
por epitelio cubico con células mucosas (18 + 4 células in 100 um de epitelio), conectado
por la cavidad faringea con el intestino anterior. Los estudios histoquimicos revelaron que
la mayoria de las células mucosas fueron tefiidas en magenta (PAS positivo), mientras
pocas fueron tefiidas en azul palido (AB pH 0.5, 1.0, 2.5), lo cual indica que contienen
glicoproteinas neutrales y acidicas (carboxiladas y sulfatadas), respectivamente. A esta
edad, la mayor parte de las células mucosas en eso6fago producen una mezcla de
glicoproteinas neutrales (PAS positivo) y acidicas (AB pH 0.5, 1,0 y 2.5). A los 24 dde,
todo el epitelio esofageal estuvo cubierto por células mucosas (21.3 + 2.5 células en 100
pum de tejido esofageal) (figura 2d). En etapas posteriores de desarrollo, el eséfago no sufre

cambios mayores.

Estémago

Entre los 3 y 4 dde el estbmago cardiaco comenz6 a formarse, como producto de una
dilatacion entre el esdfago y el intestino medio (figura 2e). Esta area fue linealizada por
epitelio columnar seudoestratificado, carente de células mucosas y los distinguibles
incipientes pliegues mucosales. La constriccion que separd el estomago del intestino fue
visible a los 4 dde, (futuro esfinter pil6rico). A los 9 dde (4.86 = 0.09 mm), los primeros
clusters de células cubicas formando las glandulas gastricas fueron observadas en la region
media-posterior de un estomago en desarrollo (figura 2g), mientras que en la superficie
interna en forma de polipo se observaron los micropliegues que se tornan eosinéfilos con
PAS 2.5 (figura 2f). A los 9 dde (4.88 £ 0.14 mm), las primeras células mucosas secretaron
glicoconjugados neutros (PAS positivo) las cuales, fueron visibles en la mucosa gastrica. A
los 14 dde (6.35 + 0.17 mm) su numero Y reactividad al PAS positivo, incrementd. A los

19 dde (7.02 £ 0.25 mm) es posible distinguir tres regiones en el estbmago: estomago
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cardias, estomago fundus y estomago pilérico (figura 2i). El primero consiste en una
amplia cavidad, linealizada por epitelio simple ciliado columnar y una delgada capa de
mucosa Yy otra capa de tejido muscular liso. EI segundo ocup6 la mayoria del estomago y
estuvo linealizado por epitelio ciliado columnar simple, con células mucosas y glandulas
gastricas alargadas. La region pilorica del estbmago fue corta y linealizada por epitelio
columnar, desprovista de glandulas gastricas. Los rasgos histolégicos del estbmago no
experimentaron cambios remarcables hasta el final del estudio, con la excepcion del

crecimiento en tamafio y cantidad de glandulas géstricas.

Intestino

A la eclosion, el intestino fue un tubo recto linealizado por tejido columnar con
micropliegues y desprovisto de células mucosas. A los 2 dde, la mucosa intestinal comenzé
a formar incipientes pliegues y las primeras células mucosas aparecieron entre los
enterocitos del epitelio intestinal. A esta edad, cuerpos de inclusion supranucleares
eosinofilicos (PAS positivo) fueron detectados en enterocitos del intestino anterior (figura
2L). A los 3 dde, estas células fueron tefiidas de magenta (PAS positivo), mientras algunas
otras en azul palido (AB, pH 0.5, 1.0, 2.5 positivo), indicando diferentes contenidos de
glicoproteinas neutrales y acidicas (carboxiladas y sulfatadas), respectivamente. A los 4
dde (3.94 = 0.03 mm), el intestino experimentd una curvatura y la valvula intestinal
separando la region anterior de la posterior (figura 2m). Ambas regiones fueron
linealizadas con epitelio columnar simple con nucleos basales, un citoplasma ligeramente
basofilico y prominentes micropliegues eosindfilos. Entre el 5y 6 dde, coincidiendo con el
inicio de la primera alimentacion exogena, las primeras vacuolas lipidicas estuvieron
presentes dentro de los enterocitos en ambas regiones del intestino. Las células mucosas
fueron tefiidas en purpura, indicando que su contenido fue una mezcla de glicoproteinas
neutrales (PAS positivo) y acidicas (AB pH 0.5, 1.0 y 2.5 positivo), mientras unas pocas
contenian glicoproteinas neutrales o acidicas. Entre los 6 y 8 dde (4.52 + 0.14 mm) varias
diferencias morfoldgicas fueron visibles entre el intestino anterior y posterior,
particularmente en la cantidad de vacuolas lipidicas (méas abundantes en el primero que en

el segundo), indicando que el intestino anterior fue el sitio primario de absorcion de lipidos
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en intestino. Por otro lado, los pliegues intestinales fueron mas altos y abundantes en
intestino posterior que en intestino anterior (12.3 £ 1.9 vs. 2.7 + 0.4 células en 100 pm de
epitelio). Los pliegues del intestino incrementaron considerablemente entre los 11 y 14
dde, coincidiendo con el desarrollo de las glandulas gastricas en el estbmago. A partir de
los 11 dde, no se hallaron cambios morfoanatomicos de significancia en la mucosa
intestinal hasta el final del estudio, con la excepcion del progresivo aumento de la longitud
del intestino y grosor de la mucosa intestinal, asi como en el incremento en tamafio y
cantidad de pliegues intestinales. De manera atipica, entre los 21 y 24 dde (7.05 £ 0.41
mm) se visualizaron cuerpos supranucleares eosintfilos (PAS positivo) en intestino

posterior.

Glandulas accesorias

A la eclosion, el higado de C. urophthalmus ya se encuentra desarrollado y aparece como
una masa lobular que cubre gran parte de la cavidad abdominal (casi hasta el poro anal). El
tejido hepatico consistio de hepatocitos poliédricos con nicleo central, reducido citoplasma
eosindfilo y pocas y pequefias inclusiones lipidicas (10.7 £ 1.5 um de diametro). Los
ductos biliares fueron visibles entre el 2 y los 3 dde y estuvieron linealizados por epitelio
ciliado columnar con ndcleos basales, ocupando la mayor parte del citoplasma. A los 7
dde, los hepatocitos comienzan a acumular gran cantidad de lipidos (figura 2f), ya que el
didmetro de las vacuolas increment6 (16.8 + 2.2 um). Coincidiendo con el inicio de la
alimentacion exogena, los depdsitos de lipidos y glicogeno (PAS positivo) incrementaron
progresivamente dentro de los hepatocitos. A los 16 dde (6.61 £ 0.40 mm), las vacuolas
lipidicas ocuparon la mayor parte del citoplasma (71.1 + 5.3 um), desplazando a los
nacleos a la periferia de los hepatocitos lo cual, resultdé en un decremento en el
almacenamiento de glicogeno (PAS positivo) en el higado. El pancreas fue organizado por
células basofilicas poliédricas, en cumulos de células acinares en forma de roseta, con
granulos de zimdgeno (PAS positivo). Entre los 2 y 4 dde, estos granulos se tifieron
intensamente, lo que indica su aumento marcado dentro de las células acinares, con

implicaciones de una importante sintesis de precursores de enzimas pancredticas. A los 3
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dde, el péancreas enddcrino y exocrino fueron notoriamente visibles, aumentando en

tamario, con respecto al tiempo.
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Figura 2a. Saco vitelino 3 dde, PAS 2.5

Figura 2c. Bucofaringe: papila bucofaringea 19 dde, PAS 2.5 Figura 2d. Es6fago: células mucosas 24 dde, PAS
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Figura 2e. Eséfago diferenciado 4 dde, H&E Figura 2f. Estémago: micropliegues 7 dde, PAS 2.5
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Figura 2j. Estomago: mucopolisacaridos 24 dde, PAS 2.5

Figura 2k. Intestino incipiente 2 dde, H&E Figura 2L. Intestino, elementos incipientes 2 dde, H&E
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Figura 2i. Higado, lipidos abundantes 7 dde, H&E Figura 20. Pancreas exécrino y enddcrino 4 dde PAS 2.5

Estudios moleculares
Material y métodos

Extraccion y purificacion de RNA

La extraccion de RNA a partir de huevos, troncos de larvas de C. urophthalmus, se efectu6
mediante el método del Trizol™. La homogenizacién de muestras fue a razén de 1:10
(muestra/Trizol). La precipitacion de RNA tuvo lugar con isopropanol absoluto (1:2
isopropanol/Trizol). El lavado de RNA fue con etanol al 75% (1:1 etanol/Trizol) y la
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resuspension del RNA fue en 50 pL de agua DEPC (libre de ribonucleasas). Para la
purificacion de RNA las muestras resuspendidas fueron tratadas con DNAsa, que degrada
otros acidos nucleicos presentes en las muestras. Las muestras con RNA fueron mezcladas
con buffer de reaccion y DNAsa (8:1:1, respectivamente) e incubadas a temperatura
ambiente por 15 min. Las reacciones fueron interrumpidas con EDTA al 25 mM,
calentadas a 65 °C por 10 min, y finalmente conservadas a -80 °C, hasta la sintesis de
cDNA.

Sintesis de cDNA

Se sintetiz06 cDNA a partir de RNA de las muestras previamente extraido de C.
urophthalmus. A 5 pL se afiadidé 1 pL de Random primer (oligonucle6tido) e incubados a
70 °C por 10 min. La mezcla para una reaccion (1X) de RT-PCR fue como sigue: 5.3 pL
de agua DEPC, 4.0 pL de buffer 5X imProm Il, 2.4 pL de MgCl; 25 mM, 1.0 pL de
dNTPs 10 mM, 0.5 pL de RNAsin, 0.8 uL de enzima Improm Il y los 6 pL de reaccion
(RNA) previamente incubada. Las condiciones de la RT-PCR fueron 25 °C por 10 min, 45
°C por 60 min y 90 °C por 5 min. Las muestras de cDNA fueron almacenadas a -20 °C.

Amplificacion de cDNA por PCR

Se realizd6 PCR por gradiente, utilizando oligonucleétidos especificos previamente
disefiados (a partir del pez marino Pleuronectes americanus), para genes de enzimas
pancreaticas a-amilasa, lipasa dependiente de sales biliares (BAL), la intestinal fosfatasa
alcalina (APH); asi como para el control interno EFa-1 (factor de elongacion). Para una
reaccion de 25 pL, a 1 uL de cDNA se afiadieron 16.05 pL de agua mQ, 2.5 de buffer PCR
10X, 0.75 pL de MgCl,, 2.0 puL de primer direct, 2.0 uL de primer reverse (ambos 10
mM), 0.5 uL de 10 mM dNTPs y 0.2 uL de enzima amplificadora Taq polimerasa (5 U puL”
1. Las condiciones de PCR por gradiente fueron 95 °C (0.5 min) para la desnaturalizacion;

52-60 °C (0.75 min) para la alineacion y 72 °C (0.5 min) para la extension.
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Electroforesis en gel de agarosa

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

de peso molecular de 50 pb.
Purificacion en gel de bandas de electroforesis

Se efectud purificacion en gel de bandas de genes asociados a enzimas digestivas

empleando el kit Geneclean®Spin y se procedié a la clonacién.
Clonacién y transformacion de células

La solucién de clonacién consistié de 1 pL del plasmido pCR®2.1-TOPO®, 1 pL de agua
estéril, 1 uL NaCl y 3 pL de productos de PCR (correspondiente a cada banda de los genes
de expresion enzimaética). La transformacion de células competentes de Escherichia coli
fue a 42 °C por 30 seg, en presencia de medio SOC (250 pL). Los tubos con las distintas
mezclas (un tubo por gen de expresion enzimatica) se agitaron horizontalmente por 60 min.
Las células transformadas con plasmidos inserto fueron sembradas en medio s6lido LB con
ampicilina (100 mg mL™), solucién X Gal (40 mg mL™) y solucién IPTG 100 mM, a 37 °C
toda la noche. Las colonias de color blanco (bacterias con el plasmido inserto) fueron
resembradas posteriormente en medio LB liquido con ampicilina (100 mg mL™). Los
plasmidos clonados (con los genes insertos de expresion) fueron liberados de las células a
95 °C por 10 min mediante lisis de membranas celulares y reamplificados por PCR bajo las

mismas condiciones antes descritas.
Purificacion de plasmidos

La técnica de mini-prep, mediante la cual los plasmidos con genes de expresion enzimatica
fueron purificados, tuvo lugar con el Kit RMP®, para posteriormente ser secuenciados
Cuenca et al.. 2013. Avances en la Fisiologia Digestiva de la Mojarra Castarrica Cichlasoma urophthalmus . En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D.,

Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Alvarez-Gonzélez, C. (Eds), Contribuciones Recientes en
Alimentacion y Nutricién Acuicola, Universidad Autnoma de Nuevo Le6n, San Nicolas de los Garza, Nuevo Le6n, México, pp. 460-493.



476

(Sigma-Aldrich®), con miras a disefiar los oligonucleétidos especificos, de genes asociados
a las enzimas digestivas de C. urophthalmus.

Determinacion de la expresion relativa génica de enzimas digestivas por PCR en tiempo

real

Se realizOo PCR en tiempo real, utilizando cebadores especificos disefiados para
amplificacion de a-amilasa, lipasa (dependiente de sales biliares) y fosfatasa alcalina para
C. urophthalmus. La mezcla de reaccion gPCR (40 pL), consistio en reactivo Sybr Green,
cebadores direct y reverse, agua mQ estéril y 20 pL de soluciéon génica (con el gen
codificante para las enzimas mencionadas, por separado). Las muestras fueron puestas para
su amplificacion en un termociclador para PCR en tiempo real, 7000 Sequence Detection
System (Applied Biosystem, Foster City CA, USA). Las condiciones de PCR fueron:
inicio (2 min, 50 °C y 10 min, 95 °C, 1 ciclo), desnaturalizacion (15 s, 95 °C),
alineacion/extension (10 min, 95 °C y 1 min, 60 °C, 40 ciclos). Las expresiones relativas
fueron determinadas utilizando el método del AACt y las expresiones relativas génicas
fueron analizadas por pruebas de “ramdomizacion” (Pfaffl, Horgan & Dempfle 2002),

haciendo uso del software REST (http:/www.gene-quantification.info).

Resultados

Por ahora, ha sido posible la secuenciacion para las enzimas a-amilasa, lipasa dependiente
de sales biliares, fosfatasa alcalina y el factor de elongacion EFa-1, utilizado como control
interno en C. urophthalmus (ya que es un gen que se expresa permanentemente). Los
respectivos pesos moleculares (en kDa), son 565, 187, 832 y 232. Las secuencias
nucleotidicas de los genes de expresion (y cebadores en color verde), asi como

correspondientes secuencias aminoacidicas, resultaron ser como sigue.
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Secuencia nucleotidica y aminoacidica del factor de elongacion EFa-1

—_—
RT-AMIS”

GCTTCGAGGAAATCACCAAGGAAGTGAGCGCCTACATCAAGAAGATCGGC 50
A S R K S P R K * A PT S R R S A 17

TACAACCCCGCTGCCGTTGCCTICGTCCCCATCTCTGGATGGCACGGAGA 100
T T P L P L P S S P S L DG T E T 34

-—
RT-AMI3”

CAACATGTIGGAGACCAGTCGACAAGGTGAGGACTTAAACCATTCAGTGTA 150

T CWRP VTR * 6 L K P F S V 50

TCCACTTGCTAATTTGACTGAACGTGGACTAAACTGTCACTITGATTTCT 200

s T ¢ * FD * TW T KL S L * F1L 67
GTAGATGAGCTGGTTICAAGGGATGGAAGGTTG 232
*M S W F K G W K V 77

Secuencia nucleotidica y aminoacidica de a-amilasa

RT-AMIS™
—_—
TITGAGTGGCGCTGGGC TGACATIGCTCAAGAG TG TGAACGTTTICCTGGG ... 50
F E W R W A D I A Q E C E R F L G 17
TCCCAAAGGCTTTGGTGGAGTICAGATTICTCCTCCAAATGATCACATTIC ... 100
P K G F G 6 VvV QI S PP NDH I L 3
TGGTGAACAGTCCCTGGAGGCCATGGTGGCAGAGATACCAGCCAATCAGC 150
vV N 5 P W R PWW Q R Y QFP I S5 50
—
RT-AMI3”
TACGACCTCTGTICGAGATCTGGCAG TEAGGCAGAACTCGAAGGACATGAT.. 200
Y DL €CS R S GG S E A E L K D M | 67
CACACGATGCAACAACGTIGGGGTTAAAATCTATGTGGATGCTGTGATCA. 250
T R €C N N V GG V K 1 Y V D A VYV I N 8

ACCACATGTGTGGATCTGGTGGTGGATCAGGAACCCACTCTICATGTGGA 300
H M CGS GG G S G T H S S €CG 100

AACTGGTTTAATGCTGGCAGTGAAGAGTTICCCCAGTGTCCCTTATICCAA. 350
NW FNAG S E E F P S V P Y S K 117

ATTGGACTICAATGACCAAAAATGCAAGACTGGCAGTGGCGAAATTGAGA. 400
L D FN DAQ K CK TG S 6 E | E N134

ACTATGGTGACATATATCAGGTACGTGACTGCCGTCTGGTGGGTCTGCTG 450
Y G bl Y VvV R D CIR L V G L L 15

GATCTCGCCCTGGAGAAAGATTACGTTAGGGGCAAAGTGAGCGACTACAT 500
D L AL E KD Y V R G K V S D Y M 167

GAACAAGCTGATTIGGCATGGGTGTGGCTGGATICCGAGTGGATGCCTGCA 550
N K L I G MG V A G F R V D A C K184
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Secuencia nucleotidica y aminoacidica de fosfatasa alcalina

ACTGTGACGGCTGCTCGTATACTGAAGGGTCAGCTGAATGGACAGAGCGG. 50
T v T AA R 1 L K GG QL NGOAQ S G 17

AGAAGAAACACAATTGGAAATGGACAAGTICCCTITIGTATCTITATCCA. 100
E E T L EM DK F P FV S LS K 34

AGACATACAACACTAACGCACAGGTGCCAGACAGTGCTGGCACAGCCACG 150
T YN TNAOQV P D S AG T AT 50

GCTTACCTCTGTGGGGTTAAGGCCAACGAGGGCACAGTGGGCGTGAGTGC 200
A Y LC GV K A NEG TV G V S A 67

AGCTGCTGTCCGATCCCAGTGTAACACCACACAGGGCAATGAGGTCACCT. 250
A AV RS Q CNT T QG NE V T S 84

CCATCCTCAAATGGGCCAAGGATGCAGGCAAGTCAGTGGGAATAGTGACC 300
I L K WA K DA G K S V 61 V T 100

ACAACGCGCGTCAACCATGCGACTCCCAGTGCTGCTTACGCACACTGTGT. 350
T T R VN HATUPS A AY A H CV 117

GGACCGAGACTGGTACTCCGACAACGAGATGCCAGAAGAAGCGCTGAACG400
D R DW Y S DN E M P E EA L N A34

CTGGCTGCAAGGATATCGCCAGGCAACTCTITGAAAACATICGCAACATT 450
G € K DI A R QL FEN I R N | 15

GATGTGATIATGGGCGGAGGAAGGAAGTATATGTTCCCCAAGAACCAGTC. 500
D VI MG GG G R K YM FP K N Q S 167

GGATGTAGAATACCCTAATGTGCTGAAGCACAGCGGCACACGGAAAGATG 550
D V EY P N VL K HS 6T R K D G134

GGATGTAGAATACCCTAATG TGCTGAAGCACAGCGGCACACGGAAAGATG. 550
D V E Y P N VL K HS G T R K D G134

GAAGAAACCTGGTGCAGGAGTGGACTGAAAGAATGAAGGATAAAAAAGGAGOO
R N L VvV QO E W T EIRMIK DK K G 200

CGTTATGTATGGAACAAGAAGCAGCTCTTATCCCTAAACCCTAACAATGT. 650
R Y VWN K K Q@ L L S L N PN N V 217

—
RT-AMIS”

GGATTACCTCCTGGGTCTCTTTGAACCCGGAGATCTGCCATATGACTTIGG. 700
D Y L L G L F E P G DL P Y D L E 234

AAAGGAACACTGACTCTGATCCATCACTGACAGAGATGGTGGATGTGGCT. 750
R N T DS DP S L T E MV D V A 20

ATCAAGATCCTGAAGAAGAACCCAAGTGGATTTTACCTGCTIGTAGAGGA. 800

I K I L K K N P S G F Y L L V E E 267
—
RT-AMI3’

AAGGACGAATTGACCACGGACACCATGAGGGC | | 832

T N * P R T p * G .
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Secuencia nucleotidica y aminoacidica de lipasa dependiente de sales biliares

—
RI-AMI5°

GACCCTGACAACATCACCATCTTTGGGGAGTCTGCAGGTGGAGTTAGTGT. 50

D P DN1 T 1 FGE S A G G VS Vv 17

TAGCTTCCAGACTNTCACTCCACACAATAAAGGGCTCATCAGGAGAGCCA 100
S FQ T X T P H NK G L I R R A 1 34

TCCCCCAGAGTGGGGTGGCACTTTGCCCCTGGGGAATCAACAAAAACCCT. 150

P Q S G vV AL C P WG I N K NP 50
—
RT-AMI3°
CGCAAGTTTGCCGAGGAGATCGCTCTGAAGGTCAACT 187
R K F A E E I AL K V N 62

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

alcalina si observa una clara supresion génica (figura 3).
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Figura 3. Expresion relativa genica de enzimas digestivas (LIPASA: lipasa dependiente de
sales biliares, AMILASA: a-amilasa y FOSFATASA: fosfatasa alcalina), durante la
ontogenia inicial de C. urophthalmus.
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Caracterizacion enzimatica de juveniles

Material y Métodos
Obtencion de extractos multienzimaticos de juveniles

Los juveniles del ciclido maya C. urophthalmus (5.73 + 3.43 g, peso humedo) fueron
disectados en frio, a fin de aislar estbmagos e intestinos de la masa visceral. Se obtuvo el
peso hdmedo por individuo, estomago e intestino con una balanza analitica (Denver
Instrument APX-200, resolucién 0.1 mg). Los tejidos fueron homogenizados en un
macerador eléctrico (Ultra Turrax® Ika T18 Basic), a razén de 1:5 (tejido/agua destilada,
p/v). Las mezclas fueron centrifugadas a 14,000 rpm, 4 °C por 30 min, en una centrifuga
(Eppendorf 5810-R). Se recuperaron los sobrenadantes y se almacenaron a -20 °C, hasta su

andlisis posterior.
Actividad especifica de enzimas digestivas

La concentracion de proteina soluble en estdémago e intestino de C. urophthalmus, fue
realizada segun Bradford (1976), empleando una solucién madre de ovoalbumina bovina
de 1 mg ml™. Con el fin de conocer la cantidad de unidades de enzimas en extracto de
estdmago, se hizo uso del método de Anson (1938), con las modificaciones que siguen. Se
formo6 un complejo a partir de 1 ml de hemoglobina (al 1% en tampdn glicina-HCI 100
mM, pH 2) y 20 pl de extracto multienzimético de estomago de C. urophthalmus. La
mezcla fue incubada a 25 °C por 30 min. La reaccion se detuvo con 500 pl de &cido
tricloroacético (TCA) al 20% y reposadas a 4 °C por 15 min. Las muestras por triplicado,
fueron centrifugadas a 12,000 rpm, bajo las mismas condiciones de reposo. Los
sobrenadantes fueron recuperados y diluidos con agua destilada (1:10) para la lectura de la
absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro (Jenway 6405 UV/Visible), utilizando
celdas de cuarzo de 1 cm? definiéndose una unidad de actividad como la cantidad de
enzima que cataliza la formacion de 1 pg de tirosina por minuto. Para determinar la
actividad de extracto multienzimatico de intestino, se utilizo el método de Kunitz (1947).
Se utilizd 1 ml de caseina de Hammarsten al 1% en solucion tampoén tris-HCI 100 mM,
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como sustrato de 5 pl de extracto multienzimatico de intestino de C. urophthalmus. La
mezcla se incubd a 25 °C por 30 min. La reaccion fue interrumpida con 500 pl de TCA al
20%. Para el centrifugado y lectura de absorbancias de muestras, se procedié de igual
manera que las proteasas estomacales, para obtener la cantidad de tirosina liberada por
reaccion. Para la determinacion de actividad proteolitica de mezclas control, tanto para
proteasas &cidas y alcalinas, se afiadid extracto multienzimatico inmediatamente después
de parar la reaccion con TCA al 20%. La actividad de la tripsina fue valorada mediante la
técnica de Erlanger et al. (1961) con las siguientes modificaciones. EI BAPNA (N-a-
benzoil-DL-arginina 4-nitroanilida) empleado como sustrato, se diluyé previamente en 200
ul de dimetil sulféxido (DMSO) y se llevo al 3.5 mM en buffer en tris-HCI 50 mM CaCl,
20 mM, pH 8. La reaccion tuvo lugar con la adicion de 10 pl de extracto multienzimatico
de intestino a 990 pl de sustrato, incubada a 25 °C por 30 min. La reaccion fue
interrumpida con 250 pl de acido acético al 30%. La absorbancia fue medida a 410 nm.
Haciendo uso de un coeficiente de extincién molar de 8.8 ml pmol™ cm™, se defini6 la
actividad enzimatica como 1 pumol de p-nitroanilida liberada por minuto (Dimes et al.
1994). Con el fin de conocer la actividad de quimiotripsina, se determind segin Asgeirsson
y Bjarnasson (1991) con las modificaciones que se mencionan. EI BTEE (N-benzoli-L-
tirosina etil ester) al 5 mM en buffer tris-HCI 44.4 mM pH 7.8 (sin CaCl,) se diluy6
previamente en DMSO. La reaccion fue iniciada afiadiendo 623 ul de buffer a la celda de
cuarzo para llevar el espectrofotometro a cero. Luego se agregaron 70 ul de sustrato y se
ley6 a 256 nm cada 20 s por 2 min. Posteriormente se adicionaron 10 pl de extracto
multienzimatico de intestino de y de nueva cuenta, se obtuvo la absorbancia cada 20 seg
por 2 min. El valor delta de absorbancia entre la reaccién catalizada y la reaccion sustrato
se tomo para el célculo de la actividad, considerando un coeficiente de extincion molar de
0.906 ml pmol™ cm™. La actividad se definié como 1 umol de tirosina liberada por min.
Para determinacion de la actividad de leucina aminopeptidasa, se utiliz6 el método
propuesto por Maraux et al., (1973). Se utilizo como sustrato leucina-p-nitroanilida al
1mM en buffer fosfato de sodio 50 mM pH 7.2. A 980 pl de sustrato se afiadieron 20 ul de
extracto multienzimético de intestino. La mezcla fue incubada a 25 °C por 30 min y la
reaccion se detuvo con acido acético al 30%. La lectura de la absorbancia fue a 410 nm,
definiéndose la actividad como la cantidad de enzima requerida para obtener 1 pmol de
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alanina p-nitroanilida por minuto. Se consider6 un coeficiente de extincién molar de 8.2 ml
pmol™ ecm™. La actividad de la carboxipeptidasa A, se obtuvo empleando el método de
Folk y Schilmer, (1963). Hyporyl-L-fenilalanina, al 1mM en tris-HCI 25 mM NaCl 500
mM pH 7.5 sustrato fue el utilizado para el ensayo. Se agregaron 600 pl de buffer
directamente a la celda de cuarzo. El espectrofotometro fue llevado a cero y se adicionaron
de sustrato y se monitored la absorbancia a 254 nm por cada 20 seg durante 2 min.
Seguidamente se incorporaron 5 pl de extracto multienzimatico de intestino y se volvio a
monitorear la absorbancia por 2 min, en lapsos de 2 seg. El calculo fue computado de la
misma manera que para la quimiotripsina. La actividad fue definida como la formacion de
1 pmol de acido hipdrico por minuto. Se empled un coeficiente de extincion molar de 0.36
ml pmol™ cm™. Para evaluacion de las fosfatasas acida y alcalina, se procedi6 de acuerdo
con Bergmeyer (1974), haciendo uso de 50 pl de extracto multienzimatico de intestino,
para degradacion del sustrato 4-nitrofosfato al 2% en buffer citrato de sodio 41.6 mM pH
4.0 (fosfatasa acida); o buffer glicina hidroxido de sodio al 100mM pH 10,1 (fosfatasa
alcalina). La incubacion a 37 °C fue durante 10 min. Se defini6 la actividad como la
cantidad de enzima que produce un incremento de la absorbancia de 0.01 a 405nm,
considerando un coeficiente de extincién molar de 17.5 ml umol™ cm™. Con miras a
evaluar a-amilasa, se prosiguié segun Robyt y Whelan, (1968). A 50 ul de extracto
multienzimatico (intestino y estdbmago, por separado) de C. urophthalmus se le agregd
solucion tampén citrato-fosfato pH 7, solucion de almidon 1% (después de llegar a
maximo hervor). La mezcla se incub6 a 37 °C y se leyd a 600 nm. Se definié una unidad

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

Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad de proteasas

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

(efecto de la temperatura).

Inhibicién de proteasas

La caracterizacion de proteasas se complementd mediante electroforesis y el uso de
inhibidores. Se cuantificd el numero de bandas de actividad enzimatica, los tipos de
proteasas que componen los extractos multienzimaticos de C. urophthalmus. Para realizar
este estudio se preincubaron por 1 h los extractos multienziméaticos con los mismos
inhibidores descritos anteriormente, para después tomar una muestra de 20 pl y realizar la
electroforesis. En el caso de las proteasas acidas se corrio la electroforesis en condiciones
nativas (PAGE) segln Davis (1964), en geles continuos de acrilamida al 10% (80 V por 15
min). Para la deteccion de actividad proteolitica &cida, los geles se sumergieron en una
solucion de HCI 100 mM, hasta llevar su pH a 2. Posteriormente, se colocaron en una
solucion de hemoglobina (0.25% en tampon 100 mM glicina-HCI, pH 2 a 4°C). Para las
proteasas alcalinas la electroforesis se corrio en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) de acuerdo con Laemmli (1970) y adaptada por Garcia-Carrefio et al. (1993). El
corrimiento de la electroforesis se realizo con un buffer SDS 0.1%, Tris (25 mM) y glicina
(192 mM, pH 8.3 a 100 volts, por 120 min). Para detectar la actividad proteasa alcalina, los
geles fueron sumergidos en una solucion de caseina Hammerstein (2% en buffer Tris-HCI
100 mM, pH 9, durante 1 h a 4°C). Para la tincion de geles se procedié como describen
Weber y Osborn (1969).

Resultados

Los estudios enzimaticos han sido otra de las herramientas preponderantes para el estudio
de los cambios enziméticos, con miras a dilucidar los cambios morfofuncionales, durante
la ontogenia inicial de los peces. Los niveles de actividad enzimatica (U mg™ prot) de
juveniles de C. urophthalmus se pueden observar en la tabla 1. La proteasas acidas
muestran 1.8 + 0.5 y las proteasas alcalinas de 3.1 = 0.5. Las endopeptidasas tripsina y
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quimiotripsina observan actividades de 0.52 + 0.02 y 0.8 + 0.3, respectivamente; en tanto
que las exopeptidasas aminopeptidasa y carboxipeptidasa A, observan niveles de actividad
de 0.004 + 0.003 y 0.4 + 0.1, de manera respectiva. La actividad de fosfatasa acida muestra
de 0.0001 + 0.00002 y la de la alcalina es de 0.0003 = 0.00005. Por ultimo, la a-amilasa
arroja3.5+1.7.

Tabla 1. Caracterizacion de enzimas digestivas de juveniles de Cichlasoma urophthalmus

Actividad UumL™? U g™ (tejid) U mg™ (prot)
Proteasas acidas 2.7+0.7 13.6+3.6 1.8+0.5
Proteasas alcalinas 10.6£1.9 53.2+9.4 3.1+0.5
Tripsina 1.9+0.1 12.1+0.4 0.52+0.02
Quimiotripsina 3.1t1.4 14.5£6.6 0.8+0.3

Leucina aminopeptidasa  0.014+0.009 0.07+0.04 0.004+0.003
Carboxipeptidasa A 1.3+0.4 6.8+2.1 0.4+0.1
Fosfatasa acida 0.0002+0.0001 0.001+0.0003 0.0001+0.00002
Fosfatasa alcalina 0.0009+0.0002 0.005+0.001 0.0003+0.00005
a-amilasa 12.346.1 61.6+30.4 3.5£1.7

Inhibicion enzimatica (técnicas electroforéticas)

En la figura 4a, en el extracto enzimatico del estbmago de C. urophthalmus (carril Control)
se observo una sola isoforma la cual se inhibe completamente al usar Pepstatin A (carril
ClI). Al contrastar con pepsina porcina (carril P) y la pepsina porcina inhibida con pepstatin
A (carril PI) se observa la desaparicion de la banda. En lo que concierne a la figura 6b, es
posible visualizar las bandas de proteasas por efecto de inhibidores en extracto
multienzimatico de intestino de C. urophthalmus, la cual muestra la presencia de seis
bandas, correspondientes a seis isoformas con actividad proteolitica alcalina (carril
Control), de 16.1, 21.5, 43.1, 72.1, 82.2 y 92.9 KDa. En presencia de ovoalbumina (carril
Ovo) se inhiben las seis bandas. Al hacer uso de los inhibidores SBTI (carril SBTI) y
PMSF (carril PMSF), se inhiben todas las bandas, salvo las de mayor peso molecular (82.2
y 92.9 KDa) y (92.9 KDa), respectivamente. Con la fenantrolina (carril Fen), no se
inhibieron ninguna de las bandas, con excepcion de la banda de menor peso molecular

(16.1 KDa), mientras que con EDTA (carril EDTA), se inhibieron la mayoria de las

Cuenca et al.. 2013. Avances en la Fisiologia Digestiva de la Mojarra Castarrica Cichlasoma urophthalmus . En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D.,
Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Alvarez-Gonzélez, C. (Eds), Contribuciones Recientes en
Alimentacion y Nutricién Acuicola, Universidad Autnoma de Nuevo Le6n, San Nicolas de los Garza, Nuevo Le6n, México, pp. 460-493.



485

bandas, con excepcion de las bandas que corresponden a los pesos moleculares mas
extremos (16.1 y 92.9 KDa). Al utilizar los inhibidores especificos TPCK (carril TPCK) y

TLCK (carril TLCK), no resultaron inhibidas la mayoria de las bandas, salvo la de menor

peso molecular (16.1 KDa).

©
S
)
c
o]
(&)

PMSF
SBTI
TPCK
Fen
Ovo

Cl
P

PI
<

Figura 4. Zimograma de proteasas acidas (4a) y proteasas alcalinas (4b) con accion de los
inhibidores respectivos sobre las isoformas de los extractos multienziméticos de C.
urophthalmus. CI: Control con inhibidor Pestatina A, P: Pepsina de cerdo, PI: Pepsina de
cerdo con inhibidor Pestatina A, PMSF: luoruro de fenilmetilsulfonilo, SBTI: Inhibidor
tripsico de soya, TPCK: Tosil-fenilalanina-metil cetona, TLCK: Tosil-lisina-metil cetona,
Fen = Fenantrolina, Ovo: Ovoalblimina, EDTA: Acido etilendiaminotetracético. M:
Marcador de peso molecular (KDa): aloumina de suero bovino (66 kDa), albimina de
huevo (43 kDa), Anhidrasa carbénica (29 kDa), tripsindgeno (24 kDa), Inhibidor de soya
tripsica (20 kDa).

Efecto del pH y preincubacion sobre la actividad y estabilidad de proteasas

La actividad de proteasas por efecto del pH; asi como su estabilidad por efecto del pH y el
tiempo de preincubacion se muestra en la figura 5. La actividad de proteasas acidas
muestra diferencias significativas (p < 0.05), cuyo valor éptimo se observo a pH 3,
disminuyendo drasticamente conforme aumenta el valor del pH (figura 5a). Para la
estabilidad de proteasas acidas existen diferencias significativas, con los distintos valores
de pH probados (p < 0.05), observandose un aumento de la actividad residual conforme

aumenta el tiempo de preincubacion conforme el valor de pH disminuye, mientras que
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conforme el valor de pH aumenta, la estabilidad de proteasas &cidas disminuye (figura 5b).
Por otra parte, la actividad de proteasas alcalinas se ve afectada por el valor del pH (p <
0.05) siendo esta actividad optima a un pH de 9 (figura 5c¢). A distintos valores de pH, la
actividad residual de proteasas alcalinas es significativa (p < 0.05), mostrando una alta
resistencia a los diferentes valores de pH, incrementandolos hasta por arriba del 650% en
relacion al 100% de actividad inicial, especialmente para los valores de pH de 6 y 7 a partir
de los 30 minutos de preincubacion, aunque conforme el tiempo de preincubacion
aumenta, la actividad residual disminuye alrededor del 450% para los 60 y 90 minutos de

preincubacién (figura 5d).
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Figura 5. Caracterizacion de proteasas. 5a) pH optimo de actividad de proteasas acidas, 5b)
Actividad residual, para evaluar estabilidad de proteasas acidas, por efecto del pH y del
tiempo de incubacion, 5¢) pH optimo de actividad de proteasas alcalinas, 5d) Actividad
residual, para evaluar estabilidad de proteasas alcalinas, por efecto del pH y del tiempo

de incubacion.
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Efecto de la temperatura y preincubacion sobre la actividad y estabilidad de

proteasas

El papel de la temperatura sobre la actividad de proteasas, se puede observar en la figura 6.
No existieron diferencias significativas en los valores de actividad de proteasas acidas, por
efecto de la temperatura (p > 0.05), sin embargo, se observa que la mayor actividad fue
obtenida a 55 °C (figura 6a). La estabilidad de proteasas acidas es muy alta para todas los
tiempos de preincubacion, a 35 y 45 °C, mientras que para temperaturas mayores, la
actividad residual disminuye rapidamente (p < 0.05), especialmente al preincubar los
extractos a 65 °C (fig. 6b). Para el caso de las proteasas alcalinas, la temperatura es
determinante, encontrandose diferencias significativas entre los distintos valores de
actividad enzimatica (p < 0.05), siendo el valor mas optimo de actividad a 55 °C (figura
6c).

La estabilidad de proteasas alcalinas a los cambios de temperatura muestran una alta
resistencia a los cambios (p < 0.05), especialmente a los 45 °C, alcanzando su maximo
valor después de 90 minutos, seguido de los 35 °C, después a los 55 °C; el valor mas bajo

se obtiene al preincubar el extracto multienzimatico a los 65 °C (figura 6d).
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Figura 5. Caracterizacion de proteasas.5a) Temperatura 6ptima de actividad de proteasas
acidas, 5b) Actividad residual, para evaluar estabilidad de proteasas acidas, por efecto de la
temperatura y del tiempo de incubacion, 5¢) Temperatura 6ptima de actividad de proteasas
alcalinas, 5d) Actividad residual, para evaluar estabilidad de proteasas alcalinas, por efecto

de la temperatura y del tiempo de incubacién.
Discusion

Entre los 3 y 4 dde, C. urophthalmus observa el comienzo del desarrollo del estmago
cardias y la aparicion del esfinter pildrico. Estos rasgos de desarrollo precoz estomacal han
sido observados también en peces ciclidos como O. niloticus (Morrison et al. 2001) y P.
splendida (Trevifio et al. 2010) e incluso, aunque menos precoz, en otros peces de agua
dulce como S. lucioperca (Ostaszewska, 2005). Es menester hacer notar que, el primer
repunte de proteasas acidas alrededor de los 13 dde en C. urophthalmus como reportan
Lopez-Ramirez et al. (2010), coincide con la total diferenciacion de glandulas gastricas en
un estdbmago con notorio avance de desarrollo reveladas en el presente estudio (H&E). Este

evento relevante fue sincronico con la aparicion de las primeras células mucosas en
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estbmago a los 11 dde (5.75 + 0.36 mm SL), cuyos glicoconjugados neutros (PAS
positivo), permiten amortiguar la autodigestion del epitelio estomacal interno, generada por
la actividad del acido hidroclohidrico y enzimas de las glandulas gastricas (Gisbert et al.
2004). Estos hechos, pueden sugerir el cambio de alimentacion, mixta a alimento inerte de
C. urophthalmus a los 13 dde, como sugieren LOpez-Ramirez et al. (2010), donde el
maximo pico de actividad de proteasas acidas observado alrededor de los 20 dde, coincide
con la observacion histolégica de un estdmago total y plenamente diferenciado a los 19 dde
(7.02 £ 0.25 mm SL), mostrando la regionalizacion tipica del estdmago en cardias, fundus
y pylorus. Por lo tanto, es posible sugerir que el tipo de digestion que lleva a cabo C.
urophthalmus es quimica, lo que coincide con otro ciclido de agua dulce P. splendida, asi
como su correspondiente diferenciacion estomacal en regiones, encontrado por Trevifio et
al. (2010). Con los elementos hasta ahora que se disponen, los estudios histoldgicos
revelan que, a los 13 dde C. urophthalmus, presenta un estomago desarrollado, con
presencia de glandulas géstricas posiblemente funcionales, que le confiere cierta capacidad
proteolitica, hecho que se confirma con un pico importante de proteasas acidas, a esa edad
Lopez-Ramirez et al. (2010). Por lo que, aunado a la actividad importante de otras mas
enzimas digestivas, es posible sugerir a los 13 dde para el cambio de régimen alimentario
de C. urophthalmus (destete). Los estudios moleculares permiten asumir un rapido
desarrollo morfofuncional del pancreas, dada la expresion génica de enzimas pancreaticas
a-amilasa y lipasa dependiente de sales biliares, desde muy temprana edad, lo que supone
la importancia de estas enzimas digestivas en C. urophthalmus.

Por otro lado, los resultados de caracterizacion enzimatica, confirmaron que C.
urophthalmus es una especie de habitos omnivoros, con potencial para degradar sustratos
propios de una especie carnivora, ya que presenta actividad especifica importante de
proteasas acidas, pero también una alta actividad de proteasas alcalinas, con cierto

predominio de éstas Ultimas.
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