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L RESUMEN GENERAL

Los pejerreyes son especies de peces agastricos, atherinopsidos endémicos de
Sudamérica, en donde tienen gran importancia como pesca deportiva. Existe un gran
interés en su cultivo, aunque éste solo se ha logrado en Japon, pais en el cual se
aprecia mucho la calidad de su carne. Sin embargo, hasta la fecha no existen alimentos
balanceados adecuados para la especie y menos para cada uno de los estadios de
vida. Asi mismo se desconoce el momento apropiado para iniciar este tipo de
alimentacion. Reconociendo las importantes aportaciones que el estudio de la
bioquimica digestiva de las especies tiene sobre dichos aspectos, el objetivo del
presente trabajo fue caracterizar la actividad enzimatica digestiva. Se analizaron las
siguientes enzimas: 1) leucina alanina peptidasa, 2) leucina aminopeptidasa N, 3) lipasa
dependiente de sales biliares, 4) fosfatasa alcalina y 5) fosfatasa acida, durante el
desarrollo larvario y juvenil de dos especies de pejerrey, Odontesthes bonariensis y O.
hatcheri. Los resultados encontrados muestran niveles tempranos de actividad de todas
las enzimas analizadas. Particularmente se encontraron niveles muy altos de la leucina
alanina peptidasa, fosfatasa alcalina y leucina aminopeptidasa N, en comparaciéon con
los valores encontrados en otras especies gastricas y agastricas de peces, niveles
constantes de secrecion de la lipasa dependiente de sales biliares (BAL) a partir de los
2 meses de edad y hasta el final del estadio juvenil evaluado. Todos estos hallazgos
son indicativos de un buen equipamiento digestivo y absortivo de las especies.
Adicionalmente sugieren un desarrollo normal del pancreas previo desde este
momento. Posterior al “destete” completo (alimentacion solo con dieta balanceada) se
observé un marcado aumento de actividad de BAL en ambas especies. El incremento
antes mencionado sugiere que el tipo de lipidos contenidos en la dieta balaceada
promueve una mejor digestion y utilizacion de dichos nutrientes (Chakrabarti & Rathore
2010), aunque también podria representar el momento en el que la actividad de esta
lipasa llega a ser mas importante durante el desarrollo de estos organismos. La
proporcion entre los niveles de las enzimas de borde de cepillo y la citosoélica (enzimas
indicadoras de un modo adulto, o maduro de digestion, contra las indicadoras de
pinocitosis e inmadurez digestiva) muestran que la maduracién podria ocurrir de forma
precoz para O. hatcheri y O. bonariensis a los 14 y 28 dias de pos-eclosion

respectivamente, siguiendo un modelo de maduracién semejante a lo descrito para
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peces marinos con estdbmago, a pesar de que las evidencias muestran que los

pejerreyes son peces agastricos.

Il GENERAL SUMMARY

The pejerreyes are stomachless, native Atherinopsids of South America, where
they have great importance as sport fishing species. There have been a great interest
on its culture, but this has been achieved only in Japan, where its quality is highly
appreciated. Nevertheless, until now there is't an ad hoc balanced diet for the species
neither for each of their life stages. Additionally, it is not known the adequate moment
when the fish are ready to initiate this type of feed. Knowing the important contributions
the studyes of the digestive biochemistry of the species have on the above mentioned
aspects, the aim of the present work was the characterization of some of the main
digestive enzyme activities: 1) The leucine alanine peptidase, 2) leucine aminopeptidase
N, 3) bile-salt depent lipase 4) alkaline phosphatase and 5)acid phosphatase, were
analyzed during the larval and juvenile development of two species of pejerrey,
Odontesthes bonariensis and O. hatcheri. Early activity of all the analyzed enzymes
were founds; particularly, very high levels of leucine alanine peptidase, alkaline
phosphatase and aminopeptidase N, in comparison with other gastric and agastric fish
species. Additionally, the important levels of activity at all the enzymes studied suggest
the species posses a good digestive and absortive equipment. The steady levels of bile-
salt depent lipase (BAL) secretion found since from 2 months of age to the end of the
juvenile evaluated stage suggests a normal development of the pancreas before this
moment. After total weaning (feeding only with balanced diets) a marked increase on
BAL's activity was observed for both pejerrey species. This suggests that the type of
lipids contained in the balanced diet promotes a better digestion and utilization of these
nutrients (Chakrabarti & Rathore 2010), but could also represent the time when the
activity of this lipase becomes more important during the development of organisms.
The ratio of the levels of brush border and cytosolic enzymes (activities indicative of an
adult way or mature digestion, againts the pinocytic and inmature proces) suggests that
intestinal maturation is occuring early in O. hatcheri and O. bonariensis. This seems to
take place at 14 and 28 days post-hatching respectively, to following a similar model as

the one described for gastric marine fish, even that pejerrey seems to be agastric fish.
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lll.  INTRODUCCION GENERAL

En los ultimos 50 afios ha habido una creciente tendencia a la diversificacion del
cultivo de organismos acuaticos en el mundo. En America Latina, particularmente en
Sudamérica, se reporta que la produccion pasoé de 5 a 70 especies, esto principalmente
debido a que la diversidad biolégica es muy rica en esa region del continente,
incluyendo una importante diversidad de peces de agua dulce. Lo anterior ha
estimulado multiples programas de investigacion y desarrollo de tecnologias de cultivo
de especies nativas. No obstante de la gran cantidad de especies nativas (Cuadro 1) de
reciente incorporacién a programas de cultivo, la mayoria aun se encuentran en etapas
muy tempranas de desarrollo tecnolégico, debido al acelerado ritmo de expansién del
espectro de especies que se pretenden cultivar, por lo que no se ha logrado la

consolidacién de la tecnologia de cultivo de la gran mayoria de éstas (FAO 2010).

Cuadro 1. Especies endémicas de agua dulce y fria, cultivadas o en experimentacion

para su cultivo en América Latina.

Especie Nombre comin
Piaractus mesopotamicus Pacu

Piaractus brachypomus Cachama
Colossoma macropomum Tambaqui
Pseudoplatystoma corrucans Pintado o Surubi
Pseudoplatystoma fasciatum Doncella
Pseudoplatystoma fasciatum Cachara

Steindachneridion parahybae

Surubim de Parahiba

Surubim cuspicaudus

Blanquillo

Leiarius marmoratus

Bagre

Arapaima gigas

Pirarucu o Paiche

Salminus brasiliensis

Dourado

Rhamdia quelen

Bagre negro o Jundia

Prochilodus spp

Boca chico

Chirostoma estor

Pez blanco




Chirostoma promelas

Pico prieto

Prochilodus lineatus

Sabalo, Curimbata

Prochilodus mariae Coporo
Brycon amazonicus Matrinxa
Brycon insignis Piabanha

Cichlasoma urophthalmus

Mojarra Castarrica

Petenia splendida

Tenguayaca

Brycon amazonicus

Sardina colimorada

Brycon lundii Matrinxa o Yamu
Galaxias maculatus Puye
Galaxias platei Puye

Rhamdia quelen

Bagre sapo o Randia

Surubim cuspidus

Blanquillo

Menticirrhus americanus

Blanquito rey

Pseudoancistrus sidereus

Cucha Diamante

Peckoltia vitatta

Cucha cebra

Hemianciostrus subviridis

Cucha verde amarilla

Peckoltia sp

Cucha pina

Ancistrus dolichopterus

Xenocara

Rhinelepis aspera

Vieja de agua

Astractocteus osseus

Catan

Lepisosteus tropicus

Peje lagarto

Fuente: FAO 2010.

Actualmente, las Unicas especies endémicas de agua dulce ampliamente
introducidas pertenecen a la familia Atherinopsidae. Estas son conocidas como
pejerreyes (FAO 2009), particularmente Odontesthes bonariensis y O. hatcheri,
especies que se distribuyen naturalmente en todo el Cono Sur de Brasil, Uruguay vy
Argentina, en donde tienen una gran importancia social (Lépez et al. 2001, Baigun y
Delfino 2003). Si bien parecen ser prometedoras las perspectivas de muchas otras

especies, las atractivas caracteristicas de los pejerreyes han motivado su introduccion y



una exitosa adaptacion a embalses, estanques y lagunas templadas de diversos
lugares del mundo, como Europa y Asia. Por ejemplo, en 1968 fue introducida en
Japoén, con la intervencion del Ministerio de Asuntos Agrarios y de la Liga Argentina
Japonesa del Pejerrey. En la actualidad existen 21 provincias dedicadas a la cria del
pejerrey en Japdn y en las cuales este recurso no sélo ha solucionado un problema de
alimentacion, sino que evitd la migracion de la poblacion a las grandes urbes, dando la
oportunidad para que los jévenes se dedicaran a la cria del pejerrey en granjas

piscicolas (Grosman 2002).

Los pejerreyes han tenido una gran aceptacién en el mercado japonés y un
excelente precio de venta. El costo de algunos platillos preparados con este recurso
alcanzan los 100 ddlares, y por kilo, en las granjas, su costo de venta es de 50 ddlares
(http://www.lanacion.com.ar/197130-el-pejerrey-se-gana-un-lugar-en-japon). Estos altos
costos de venta se deben a la alta calidad de su carne (Lépez et al. 2001), ya que a
pesar de ser habitantes de aguas continentales, el sabor, olor, textura y caracteristicas
organolépticas de su carne es muy semejante a las exquisitas y de alto valor especies
marinas (Somoza et al. 2008). Por esta razén, es apto para ser preparado en una gran
variedad de formas: ahumado, cocinado, horneado, rostizado, frito al estilo de la cocina
del Este, e incluso crudo como sashimi Japonés (Toda et al.1995). Es por todo esto que

la especie goza de un prestigio generalizado como exquisitez culinaria.

Los pejerreyes sustentan la pesqueria deportiva mas popular de Argentina (Toda
et al. 1998). No obstante, la gran actividad econdémica generada por esta actividad ha
provocado la sobreexplotacion de la especie, debido a la pesca indiscriminada de larvas
y juveniles (Lépez y Garcia 2001, Gémez et al. 2007). Otros factores que han afectado
en gran medida a las poblaciones naturales, son la introduccién de especies exdticas,
como, las carpas. Estas han provocado grandes cambios ecoldgicos en los cuerpos de
agua, tales como una importante disminucién del zooplancton de las lagunas, lo cual
torna vulnerables a los pejerreyes a las carnadas de las cafas de pesca al no tener
alimento natural (Colautti et al. 2003, Toda et al. 1998). Adicionalmente, la
contaminacion debida a la urbanizacién y los largos periodos de sequia e inundaciones
recurrentes, donde los cuerpos de agua aparecen y desaparecen y se vuelven

inadecuados en forma ciclica (Somoza et al. 2008), han terminado por llevar a las
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poblaciones a un punto critico que requiere de atencion desde el punto de vista
biotecnoldgico para poder evitar el colapso de sus poblaciones. El cultivo es entonces

una alternativa para aumentar su produccion masiva.

Sin embargo, para lograr desarrollar la tecnologia de cultivo del pejerrey de
manera intensiva se requiere complementar el conocimiento tecno-cientifico sobre la
biologia del pejerrey y su cultivo (Somoza et al. 2008), para lo cual se requiere
minimizar al maximo los costos de produccién, desarrollando una dieta adecuada y
especifica para cada una de las etapas de crecimiento o desarrollo de las especies, en
donde los estudios sobre la fisiologia, requerimientos y comportamiento digestivo de
dichas especies juegan un papel muy importante (Rathore et al. 2005, Debnath et al.
2007).

El objetivo del presente trabajo fue realizar la cuantificaciéon de la actividad de las
principales enzimas digestivas intestinales durante la ontogenia larvaria y juvenil de dos
especies de pejerrey, Odontesthes bonariensis y O. hatcheri. Estos estudios
contribuyen a la determinacion de los requerimientos nutricionales de estas especies,
necesarios para el desarrollo de dietas balanceadas ad hoc para cada estadio de vida
de los organismos. Adicionalmente, se genera informacion util para caracterizar la
temporalidad y modelo de maduracion digestiva de estos organismos, para los que
existen evidencias anatémicas e histolégicas que los definen como agastricos. La
informacion obtenida contribuira a determinar el momento 6ptimo para su destete, el

que coincide con la adquisicion de la maduracion digestiva.

lll.1. Cultivo del pejerrey

El cultivo de los pejerreyes se ha propuesto como una medida de conservacion,
propagacién y comercializacion. A través de un siglo se ha investigado sobre diversos
aspectos, tales como los requerimientos ambientales para su cultivo, fisiologia,
reproduccién y genética, lo que ha permitido completar el ciclo de vida en cautiverio y
su produccion intensiva a escala comercial en Japén. Entre los hallazgos mas
importantes se encuentra el conocimiento de que presentan un mejor desempefio en

aguas salobres a pesar de ser especies que habitan aguas dulces, (Toresani et al.
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1994). En aguas con niveles entre 3 a 5 g/L de sal (NaCl) presentan mejores
crecimientos y supervivencias (Tsuzuki et al. 2001), probablemente debido a un efecto
positivo en el balance iénico y osmorregulatorio producidos por su cultivo en aguas con
cierto grado de salinidad, asi como por la mitigacion en las respuestas al estrés, ya que
observaron que conforme aumentaban la salinidad disminuian los niveles de cortisol
sanguineo (Tsuzuki et al. 2000 ®°, Tsuzuki et al. 2008).

Por otro lado, se han logrado mejores tasas de reproduccion en los pejerreyes
mediante la manipulacion de la temperatura y foto periodo, aumentando tanto el
desove, la cantidad y calidad de huevos fertilizados y el periodo de reproduccion.
También se ha logrado disminuir la mortalidad en los estadios larvarios (con una tasa
de supervivencia del 60%) y mejorar la salud de los juveniles, promoviendo que lleguen
a la etapa adulta, con la finalidad de utilizarlos como reproductores. Adicionalmente se
han implementado tratamientos hormonales en los huevos, con la finalidad de
manipular el sexo de las larvas eclosionadas y obtener el mismo numero de organismos

femeninos y masculinos (Somoza et al. 2008).

Se han obtenido hibridos de O. bonariensis y O. hatcheri, que han mostrado un
mejor rendimiento en el crecimiento. Sin embargo éstos son fértiles, por lo que estan
desarrollado métodos (induccion de la triploidia, inhibicion del celo de los organismos,
tratamientos hormonales, asi como la manipulacion de la temperatura durante la
primera diferenciacion sexual para producir organismos monosexo) que permitan
suprimir la reproduccién, asegurando asi que no lleguen a ocasionar problemas
ecologicos en el supuesto de que fueran liberados al ambiente (Strissmann et al.
1993).

Koshimizu y colaboradores (2010) elaboraron un mapa genético mediante el
desarrollo de marcadores de DNA ligados a la determinacién gonadal del pejerrey
patagonico O. hatcheri, confirmando que el sexo de los organismos es determinado
genéticamente. De este modo han podido elucidar las bases moleculares de la
diferenciacion sexual y actualmente dicho mapa es utilizado como un excelente modelo

para estudiar las bases genéticas y ambientales de la diferenciacion sexual de otros



peces. Asi mismo se ha logrado incrementar la cantidad de hembras en los cultivos, con

lo cual a su vez se aumenta y mejora la produccion de huevo.

lll.2. Nutricién, alimentacion y papel del sistema digestivo del pejerrey.

Se ha determinado, con base en el andlisis de los contenidos intestinales, que O.
hatcheri es una especie que posee habitos alimenticios omnivoros, con predileccién por
zooplancton (Cladéceros y Copépodos), pero los adultos pueden ser piscivoros (Macchi
et al. 1999) y O. bonariensis presenta un amplio espectro trofico (invertebrados
bentodnicos, crustaceos, insectos, moluscos y peces) (Colautti y Remes-Lenicov 2000,
Piedras y Pouey 2005). Los pejerreyes en cultivo son alimentados desde los primeros
dias de post eclosién con nauplios de Artemia y su destete (definido como el cambio del
alimento vivo al balanceado) se logra hasta la octava semana de post-eclosién (con
talla aproximada de 2 cm). Debido al alto precio del alimento vivo, como el nauplio de
Artemia, reducir el tiempo de esta alimentacion, significa un ahorro econémico relevante
en su cultivo. En la actualidad el destete en las etapas larvarias provoca menores
supervivencias y crecimientos cuando se compara con los resultados obtenidos al
proporcionar alimento vivo (Somoza et al. 2008) y con las tallas registradas en las
lagunas sudamericanas. Entre las posibles explicaciones al poco éxito del uso de dietas
balanceadas se ha mencionado: a) que el sistema digestivo de las larvas no se
encuentra completamente desarrollado y por lo tanto que no tengan la capacidad de
digerir el alimento proporcionado; b) que las enzimas digestivas pueden no estar siendo
producidas en cantidades suficientes para mantener una relacion enzima/sustrato
adecuada a la composicion de dicho alimento; c) las enzimas pueden no estar actuando
efectivamente en las condiciones ambientales mas adecuadas de pH y/o temperatura; y
d) las enzimas pueden estar siendo afectadas por sustancias presentes en el alimento
que las inhiben o las inactiven parcialmente (Moyano 2006, Charkrabati y Rathore 2010,
Mitra et al. 2008). Adicionalmente Lemieux y colaboradores (2003) sugieren que la
capacidad de crecimiento de los peces esta restringida por la digestion y el transporte

de nutrientes.



Asi que el principal reto en la larvicultura de los pejerreyes es reducir al maximo
las altas mortalidades que se presentan entre el periodo de absorcién de saco vitelino y

la primera alimentacién por una inadecuada alimentacion inicial.

En este contexto destaca de manera relevante la funcion del tracto digestivo. Su
papel es el de actuar como interfase entre el alimento y el organismo, dado que en él se
lleva a cabo la manipulacién inicial, hidrélisis y transferencia de los nutrientes hacia el
interior del cuerpo. En todas estas funciones cumplen un papel esencial diferentes
enzimas digestivas, tanto las que inician la degradacion de las macromoléculas en la
primer parte del tracto digestivo asi como las que complementan dicha transformacion y
colaboran en la absorcion de los nutrientes que se encuentran inmediatos a nivel del
epitelio intestinal. Por todo lo anterior se deduce la gran importancia de obtener un
conocimiento detallado de tales enzimas, y de la influencia que numerosos factores
puedan tener, tanto los ligados a la fisiologia del animal como a las caracteristicas del
alimento o la forma en que éste es suministrado. Dicho conocimiento posee indudables
repercusiones de indole practica en la optimizacién de la alimentacion de las diferentes
especies (Moyano 2006). En especial, los perfiles de las actividades enzimaticas de las
membranas de borde de cepillo, durante los estadios larvarios y juveniles, resultan muy
buenos indicadores del momento en el que la madurez digestiva es alcanzada, y por

consiguiente la adquisicion de la capacidad para digerir alimento balanceado.

Por otro lado, los lipidos en la dieta juegan un papel muy importante como fuente
de energia para los peces carnivoros y zooplanctéfagos, como es el caso de los
pejerreyes. Los peces marinos requieren de DHA (Acido docohexaenoico, 22:6n-3) y
EPA (Acido eicosapentaenoico, 20:5n-3) como &cidos grasos esenciales para lograr un
adecuado crecimiento (Mitra et al. 2008), y es la lipasa dependiente de sales biliares
(BAL) la enzima que es esencial para la digestién eficiente de dichas grasas en la dieta
(liima et al. 1997).

Existen pocos esfuerzos de investigacion sobre temas referidos a la nutricion de
pejerreyes. Entre los que existen se encuentra un estudio histoldgico y morfolégico en
organismos larvarios alimentados y no alimentados para calcular un criterio de

valoracion de la condicion nutricional de pejerrey (Strissman y Takashima 1989), y otro
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mas en donde analizaron las areas nucleares de los hepatocitos como indicadores de

condicion nutricional en larvas de pejerreyes (Strissman y Takashima 1990).

Gomez-Requeni y colaboradores (2011) se encuentran estableciendo los
requerimientos nutricionales de los pejerreyes en términos de proteinas, lipidos y
energia, concluyendo que un nivel de 10 a 15% de lipidos parece ser el 6ptimo para
juveniles de pejerrey en condiciones de cultivo, quedando por esclarecer el porcentaje

de proteina y energia.

Adicionalmente, dado que los pejerreyes tienen una gran similitud con los peces
blancos, organismos de gran interés para nuestro pais, se establecié un proyecto de
colaboracion, en el 2009, entre México y Japdn, con lo cual se inicio el primer estudio
de la bioquimica digestiva de los pejerreyes (Toledo-Cuevas et al. 2011). El presente
trabajo, dentro de esta colaboracién internacional, tiene el objetivo de complementar la
caracterizacion enzimatica digestiva de las dos especies de pejerrey, en lo que respecta
a la caracterizacién de la lipasa dependiente de sales biliares BAL y las enzimas

digestivas intestinales.

lll.3. Digestion, Fluidos y enzimas digestivas.

La mayor parte de los nutrientes de los alimentos ingeridos no pueden ser
absorbidos por el sistema digestivo hasta que son reducidos a moléculas pequenas,
con lo cual logran ser utilizados por el organismo. Esta desintegracion de los alimentos,
que ocurre naturalmente hasta formas asimilables, constituye el proceso de digestion
(Martin et al. 1982), tarea que es llevada a cabo principalmente por las enzimas
digestivas que catalizan la hidrdlisis de las proteinas nativas a aminoacidos, de los
almidones a monosacaridos y de los triacilgliceroles a monoacilgliceroles, glicerol y
acidos grasos. En el curso de estas reacciones digestivas se vuelven también mas
asimilables los minerales y las vitaminas de los alimentos. En el caso de los peces las
enzimas digestivas pueden ser sintetizadas en el estdbmago, ciegos piléricos, pancreas
y enterocitos. Las enzimas pancreaticas son secretadas hacia el lumen del canal
intestinal, donde llevan a cabo su accion. Sin embargo, se piensa que los procesos

digestivos en peces son muy similares a los de los mamiferos y otros grandes
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vertebrados (Munilla-Moran y Samborido-Rey 1996), ya que la gran mayoria de los
péptidos y hormonas que controlan las funciones del tracto digestivo en los grandes
vertebrados se han encontrado también en peces, con caracteristicas similares en
general (Smith, 1989).

Las enzimas digestivas son hidrolasas, capaces de catalizar reacciones en
donde el agua esta involucrada. Con base al sustrato, las enzimas se clasifican en

proteasas, lipasas, esterasas y carbohidrasas.

La mayor digestién de los nutrientes es extracelular, tomando lugar en el lumen
del canal alimentario. No obstante, también se encuentran enzimas digestivas inmersas
en la superficie de la membrana celular de los enterocitos, conocidas como membranas
de borde de cepillo. Estas son las responsables de la parte intermedia y final del

proceso digestivo, a menudo ligado al mecanismo de absorcion (Guillaume et al. 1999).

La presencia y actividad de las enzimas digestivas no es igual para todas las
especies de peces. Por ejemplo, la pepsina esta ausente en peces que no poseen
estdmago, por ejemplo, los ciprinidos y aterinidos (Horn et al. 2006) y la quitinasa ha
sido detectada solo en ciertas especies, por ejemplo en el pez blanco (Pohls 2010).
Ademas los 6rganos que secretan ciertas enzimas pueden variar de especie a especie;
la lipasa incluso se ha encontrado, por ejemplo, en el estbmago de Pagrus mayor
(Izquierdo et al. 2000).

111.3.1. Digestién de proteinas

Las proteasas rompen los enlaces peptidico de las proteinas. Diferentes enzimas
son capaces de actuar sobre los enlaces al final de la secuencia de aminoacidos de la
proteina (exopeptidasas), o en un punto dentro de la proteina (endopeptidasas)

(Diagrama 1).

Las endopeptidasas son muy especificas en su acciéon e hidrolizan solo en
puntos particulares dentro de la molécula proteinica. La susceptibilidad de accion esta

basicamente determinada por la naturaleza del grupo quimico al lado del enlace
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concerniente. Por lo tanto, la via por la cual una proteina es hidrolizada y la naturaleza
quimica de los productos esta determinada por el tipo de endopeptidasa presente. Esto
se ilustra en el Diagrama 2, en donde se muestra el sitio de corte de la pepsina, que
esta en el lado amino del radical aromatico. En contraste, para la quimotripsina,

hidroliza el lado carboxilo del mismo radical aromatico.

La tripsina, por otro lado, actua sobre el enlace peptidico entre arginina y lisina.
Las tres endopeptidasas (pepsina, quimotripsina y tripsina) son probablemente las mas
importantes para la digestion de proteinas. Entre ellas pueden romper a la mayoria de

polipéptidos presentes en la dieta.

Diagrama 1. Hidrdlisis por exopeptidasas y endopeptidasas de una proteina (De Silva
1995).
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Diagrama 2. Hidrolisis del sustrato sintético, benzil-oxicarbonil-L-tirosilglicina amina.
(De Silva 1995)
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Existen tres grupos de exopeptidasas: las carboxipeptidasas, las
aminopeptidasas (APN) (EC 3.4.11.2) y las dipeptidasas. Cada una de éstas exhibe
especificidad por un substrato o grupo de substratos, determinada por la naturaleza de
los grupos sobre cada lado del enlace peptidico a ser hidrolizado. Mientras que las
carboxipeptidasas remueven el aminoacido terminal en el cual el radical carboxilo esta
libre (Diagrama 3), las aminopeptidasas actuan en el otro extremo de la cadena
polipeptidica, hidrolizando el enlace peptidico contiguo al aminoacido N-terminal de los
polipéptidos. Las dipeptidasas por su parte actian sobre los dipéptidos (Martin et al.
1982). Posterior a la digestidon de las proteinas por estas proteasas, entran en juego la
digestion de los péptidos y polipéptidos resultantes, o que ocurre en el intestino. La
leucina aminopeptidasa N (APN) es una enzima que es sintetizada por los enterocitos y
es exportada y localizada en la membrana del borde de cepillo, en donde lleva a cabo
su accion (Gal-Garber y Uni 2000). Esta enzima juega un papel central en la digestion
de los péptidos, sobre todo al alcanzar la madurez en el proceso digestivo. Kvale y
colaboradores (2006) detectaron que la actividad de APN incrementa abruptamente
durante el transcurso del estadio larvario hacia el juvenil, en Hippoglossus hippoglossus
y Gadus morhua indicando el tiempo cuando el intestino ha madurado y posee una

mejor capacidad digestiva.
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Diagrama 3. Hidrodlisis de proteinas por exopeptidasas. (De Silva 1995).
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La leucina-alanina peptidasa (Leu-Ala o LAP) es una enzima lisosomal
(Nicholson et al. 1974) que juega un rol particular en la endocitosis. La actividad de esta
enzima es mucho mas alta durante las 3 primeras semanas de la vida larvaria y decrece
progresivamente hacia el estadio juvenil (Guillaume et al. 1999). Actua sobre di y tri
péptidos, los cuales son transportados hacia el interior de la célula por transportadores

presentes en la membrana (Generoso et al. 1980).

La disminucién de la actividad de LAP es menos pronunciada en los organismos
alimentados con dietas inadecuadas o dietas que contienen altos niveles de proteina
hidrolizada (Zambonino 2001). Kvale y colaboradores (2006), emplean la actividad de
LAP como indicadora de pinocitosis, fenomeno encontrado en estadios larvarios pre-
gastricos y que se espera decrezca durante el crecimiento de H. hippoglossus y G.
morhua. Sus resultados concuerdan en H. hippoglossus, en el cual los niveles
enzimaticos disminuyen paralelamente con un marcado decremento en la pinocitosis.
Sin embargo, en G. morhua la actividad especifica de LAP presentdé mucha variacion
durante el desarrollo, sugiriéndose que la dieta utilizada pudo haber alterado el proceso

de maduracion digestiva en el bacalao.
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ll1.3.2. Digestion de lipidos

El higado juega un papel fundamental en la digestién de lipidos; participando con
la sintesis de bilis, la cual tras ser almacenada en la vesicula biliar, se libera al intestino
cuando llega el alimento. También contiene acido galico, que participa en la
emulsificacion de los lipidos, incrementandose su area superficial para hacerlos mas
accesibles al rompimiento por las enzimas. Las enzimas digestivas de lipidos se
clasifican como enzimas lipoliticas o lipasas, aunque también pueden participar las
esterasas, enzimas inespecificas. Recientemente se ha detectado actividad lipasa a lo
largo del tracto digestivo de algunas especies, tales como la anchoveta (Engraulis
engrausicolus), el robalo rayado (Morone saxatilis), salmon rosado (Onchorhynchus
gorbuscha), tiburdn leopardo (Triakis semifasciata), trucha arco iris (Onchorhynchus
mykiss), bacalao (Gadus morhua) y el besugo (Pagrus major), tanto en peces juveniles
como en adultos difiriendo los tipos de lipasas y actividades en las distintas especies
(Izquierdo et al. 2000).

La mayor diferencia entre la hidrolisis de lipidos con respecto a la de las
proteinas y carbohidratos es que las lipasas muestran una menor especificidad por un

substrato, catalizando la hidrdlisis de cualquier éster organico (Blackberg et al. 2006).

Los lipidos comunmente utilizados por los vertebrados superiores son ésteres de
acidos organicos y alcoholes (usualmente glicerol y alcohol trihidrico). El resultado final
de la lipdlisis de la molécula de triglicérido son tres moléculas de acidos grasos y una de
glicerol (Kurtovic et al. 2009).

En los peces se han descrito dos tipos principales de lipasas: la lipasa
pancreatica y la lipasa dependiente de sales biliares. La lipasa pancreatica
(E.C.3.1.1.3), también denominada triacilglicerol acil lipasa, o lipasa colipasa, es
secretada por el pancreas, presenta mayor actividad sobre triacilgliceridos y muy poca o
nula actividad sobre esteres de acidos grasos poliinsaturados. Requiere de agentes
emulsificantes pero se activa Unicamente en presencia de colipasa (cofactor proteinico

necesario para la actividad optima de la lipasa; Hernandez y Sastre 1999), secretada
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también por el pancreas permitiendo el anclaje de los lipidos una vez emulsificados,

facilitando el posicionamiento en el sitio activo (Diagrama 4).

En contraste, la lipasa dependiente de sales biliares (BAL, neutra,
carboxilesterasa o colesterol esterasa) requiere y es activada por sales biliares. Lleva a
cabo la hidrdlisis de los enlaces carboxil-esteres de muchos lipidos de la dieta:
acilgliceridos, esteres solubles, triglicéridos ricos en acidos grasos poliinsaturados,
esteres de colesterol y vitaminicos, por ello se considera que es la enzima de mayor
importancia en los peces teledsteos (lijima et al. 1997, Mitra et al. 2008). Esta enzima

no requiere de colipasa.

Diagrama 4. Modo de accion de la lipasa y colipasa. En A, la lipasa y la colipasa se
encuentran libres y las sales biliares (b) cubriendo la superficie del glébulo lipidico. (a)
pero la lipasa no puede actuar. En B la colipasa adhiere el glébulo. En C, la lipasa es

anclada debido a la colipasa y puede hidrolizar los triacilgliceroles (Johnson 2001).

111.3.3. Digestion de esteres fosféricos

La enzima fosfatasa alcalina (FA) (E.C.3.1.3.1) hidroliza inespecificamente
enlaces ésteres fosforicos entre un radical organico (por ejemplo, la glucosa-6 fosfato,
glicerolfosfatos, nucledtidos derivados de la dieta y de la digestion de acidos nucleicos

por las nucleasas), a pH alcalino y en presencia de iones magnesio, calcio y vitamina D.
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Liberando fosfato inorganico y protones al medio (Diagrama 5). La FA es también
llamada fosfohidrolasa de ésteres monofosféricos. Esta es una enzima
fosfomonoesterasa presente en gran parte de las células y tejidos corporales. En
humanos se encuentran varias isoenzimas, siendo las mas importantes la fosfatasa
alcalina 6sea (FA0), hepatica (FAh), intestinal (FAI), renal (FAr) y placentaria (FAp)
(Guglielmi 2009). Pefia-Martinez (2005) encuentra fosfatasa alcalina en el intestino,
higado y en la superficie apical de la mucosa pilérica de cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus). En el intestino se encuentra ligada a la membrana apical o borde de
cepillo de los enterocitos. Todas las isoenzimas actian a un pH préximo a 9.8,
presentan afinidad por los sustratos y como ya se habia mencionado, son métalo

proteinas dependientes de zinc y magnesio (Romairone 2000).

El rol fisiolégico de la fosfatasa alcalina intestinal es parcialmente conocido. Su
localizacién sugiere un rol en el movimiento de moléculas a través de la membrana y
parece estar relacionada con la absorcion de ciertos nutrientes, como el calcio y los
lipidos (Guglielmi 2009). La administracion de vitamina D a pollos raquiticos produce un
incremento de 2-3 veces en la actividad de la FAi y se presenta un incremento similar
con la administracién de calcio. Esta enzima es utilizada comunmente como indicadora

de absorcion de aminos acidos y diferenciacion de los enterocitos (Norman et al. 1970).

Diagrama 5. Reaccion enzimatica de la fosfatasa alcalina o acida con el sustrato
comunmente usado para detectar su actividad. La actividad de una u otra se favorece

con el pH de la reaccion.
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Por otro lado, las fosfatasas acidas (Fac) (E.C. 3.1.3.2) son enzimas que en pH
acido (aproximadamente 5) tienen la propiedad de catalizar la hidrélisis de
fosfomonoésteres, liberando como producto de la reaccién fosfato inorganico y un
alcohol, cuya naturaleza depende del sustrato utilizado (Guija et al. 2007). Son las
enzimas mas comunmente presentes en los lisosomas
(http://webvision.umh.es/docencia/confsvivos/temas/TEMA14lisosomas.pdf). Su papel
biolégico sigue siendo en gran parte desconocido, aunque su participacion en el
metabolismo de compuestos de fosfato y su naturaleza ubicua sugiere una gran

importancia en la catalisis de diversas reacciones en las células vivas.

Hasta la fecha se han descrito dos clases principales de FAc en los tejidos de los
vertebrados superiores: la de particulas lisosomales, en su mayoria de alto peso
molecular (HMW-FAc, high molecular weight; PM alrededor de 80-120 kDa), y la
citosdlica, de bajo peso molecular (LMW-FAc, low molecular weight; PM alrededor de
14-20 kDa). Se diferencian en la estructura de sus proteinas y en sus propiedades
enzimaticas. La enzima lisosomal (HMW-FAc) hidroliza una gran variedad de ésteres
fosforicos y parece estar implicada en los procesos catabdlicos, mientras que la enzima

citosdlica (LMW-FAc) muestra una especificidad de sustrato mas restringida.

Otra clase de FAc, es la llamada ZnFAc, que se ha aislado y caracterizado en el
higado de diferentes vertebrados (Panara et al. 1993). Esta enzima requiere iones Zn
para su actividad, muestra una expresion tisular restringida al citosol y existe en dos
formas principales, de diferente peso molecular: La LMW-ZnFAc (MW aproximado de
57-62 kDa), descrita como ZnFAc-myo-inositol 1-fosfatasa en el cerebro de bovino, y la
HMW-ZnFAc (PM de alrededor de 100 kDa), la cual se ha purificado y caracterizado
ampliamente en los tejidos de mamiferos. La LMW-ZnFAc actua in vivo con la proteina
fosfotirosil fosfatasa y parece estar implicada en una via de transducciéon de sefales y
en el control de la proliferacion celular. Las HMW-ZnFAc han sido descritas ya en los
vertebrados inferiores, incluyendo anfibios y peces. Se ha reportado la existencia de
tres isoenzimas en el higado de la carpa Cyprinus carpio y se ha purificado vy
caracterizado una FAc de 82.5-kDa en el bagre Ictalurus punctatus (Kubicz et al. 1985).
Hasta la fecha no ha sido claramente documentada la existencia de la LMW-FAc y

ZnFAc en tejidos de peces, con excepcion de la descrita en higado de carpas (Panara y

18



Pascolini 1989; Panara 1997). Ademas, no hay informacién disponible sobre la
especificidad de sus sustratos, la activacion por iones metalicos, sus inhibidores, ni el

pH y velocidad 6ptima de hidrolisis.

Panara (1997) investigd la presencia, distribucién y caracterizacion parcial de
estas diferentes actividades en diversos tejidos del lucio de agua dulce (Esox lucius),
aislando las enzimas por cromatografia y las caracterizé bioquimicamente mediante el
analisis de su comportamiento con respecto a algunas sustancias modificadoras,
(conocidas como activadores especificos (iones metalicos) o inhibidores), su pH 6ptimo,
tasa de hidrolisis (Km), sensibilidad a la temperatura y especificidad de su sustrato. Los
resultados reportados informan la presencia de ambas FAc, HMW y LMW, asi como de
la HMWZn y LMW-Zn FAc. Los autores reportan un aparente alto grado de
conservacion estructural y bioquimica entre las enzimas, ademas de que su distribucion
en todos los tejidos parece ser muy similar a la de los mamiferos. Asi que sugieren que
la existencia de todas estas actividades puede tener relevancia en los peces y en la

fisiologia de su evolucion bioldgica.

lll.4. Digestion larvaria

Las larvas de los peces marinos son las formas funcionales e independientes
mas pequenas de los vertebrados. A pesar de estas limitaciones poseen tasas de
crecimiento muy elevadas (hasta mil veces partiendo de escasas decenas de
microgramos en peso seco) y una progresiva diferenciacién durante la etapa larvaria
hasta completar el desarrollo de sus 6rganos y funciones en las fases juvenil y adulta
(Blaxter 1988). Para llevar a cabo con eficiencia todos estos cambios, la larva debe
estar capacitada para ingerir (accion que implica la busqueda y captura del alimento) y
procesar (digestion, absorcion y metabolismo) el alimento. No obstante, hay que
considerar que el sistema digestivo de las larvas de peces es morfolégica, histologica y
fisioldgicamente menos desarrollado que el de los peces adultos (Govoni et al. 1980).
Para efectos practicos, Dabrowski (1982) establecié tres categorias de peces,
considerando los principales eventos que tienen lugar durante la evolucién y desarrollo

de su sistema digestivo.
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1. En un primer grupo, considero a los salmoénidos y algunos ciclidos, los que
al inicio de la alimentacion exdgena presentan ya un estdémago bien desarrollado y
ademas funcional. Un desarrollo de este tipo determina que se puede iniciar la

alimentacion de estas especies directamente con dieta balanceada.

2. En el segundo grupo se engloban la mayoria de los peces marinos, en los
que el estdbmago aparece después de iniciar la alimentacion exdgena, existiendo en
algunas especies hasta cierto desfase entre su aparicién y funcionalidad (Lauff y Hoffer,
1984).

3. En el tercer grupo se incluyen los peces que permanecen sin estbmago a
lo largo de toda su vida, como son los ciprinidos. En estos, el notable incremento de la
longitud de su intestino es el evento mas importante durante su desarrollo larvario.
Actualmente se sugiere que todos los atherindpsidos, entre ellos los peces blancos,
permanecen sin estobmago a lo largo de su vida, pero contrario a los ciprinidos,
presentan intestinos cortos (Ross et al. 2006). En esta misma categoria estan los

pejerreyes.

El desarrollo del proceso digestivo de las larvas de peces va de la mano con el
incremento en la complejidad morfoloégica de su sistema digestivo. El hecho de que la
mayoria de las células epiteliales del tracto digestivo son abortivas en las larvas indica
que la secrecion de las enzimas digestivas esta limitada a estadios tempranos. Esto es
reflejado por la baja actividad de algunas enzimas digestivas. Subsecuentemente el
desarrollo de la complejidad gastrointestinal se encuentra correlacionado con los

cambios en las actividades de ciertas enzimas digestivas.

La morfologia del tracto digestivo es generalmente muy simple en las larvas. Los
dientes estan ausentes. El intestino es relativamente corto, alrededor de la mitad de la
talla total del cuerpo y las células epiteliales que cubren el tracto digestivo no muestran
regiones diferenciadas. La mayoria de estas células epiteliales son enterocitos
absorbentes: células grandes con muchas microvellosidades en su superficie luminar.

Las células secretoras estan presentes solo en pequefios numeros.
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En las larvas de peces marinos recién eclosionadas el tracto digestivo es un tubo
recto y sin diferencias histologicas. Este descansa dorsalmente sobre la vesicula
vitelina y estd cerrado por ambos extremos (boca y ano). Tan soélo después de la
absorcion de las reservas vitelinas se pueden observar varias regiones con diferencias
histoldgicas y funcionales (Govoni 1980). Existen curiosas excepciones como en los
embriones del pez ovoviviparo Sebastes melanopus, que presentan un aparato
digestivo abierto por ambos extremos y ademas reciben un aporte de alimento adicional
a partir del fluido ovarico durante toda la gestacion (Boehlert y Yoklavick 1984). La
metamorfosis de larva a juvenil supone el desarrollo del estébmago, asi como de los
ciegos pildricos intestinales. Morfologicamente, en el digestivo diferenciado de la larva
se distinguen tres segmentos: 1) el intestino anterior, que comprende el 60-75 % de la
longitud e interviene en los procesos de degradacion de lipidos, 2) el intestino medio,
cuyas células absortivas muestran vacuolas supranucleares electrodensas procedentes
de procesos de pinocitosis de proteinas y, 3) el intestino posterior, que representa un 5
% de la longitud intestinal y dadas las caracteristicas de sus enterocitos (menor
cantidad de microvellosidades) parece intervenir principalmente en procesos de

recuperacion de iones y agua (Alarcén y Martinez 1998)

La importancia de los cambios antes mencionados se manifiesta en la frecuencia
de alimentacion y en la talla de la presa. En los primeros estadios el intestino
relativamente corto limitara la cantidad de alimento que sera tomado a la vez, ademas
que el alimento no podra ser retenido por un periodo largo de tiempo en el mismo.
Como resultado de todo esto, el tiempo para la digestion sera menor y por tanto la
frecuencia de alimentacién debera ser mayor para asegurar una provision suficiente de

nutrientes.

lll.5. Caracteristicas de maduracion digestiva en larvas

El mencionado proceso de adquisicion de madurez digestiva en los peces ha

sido caracterizado por multiples eventos, que seran descritos a continuacion:

Un aumento en la actividad de enzimas de borde de cepillo (fosfatasa alcalina,

maltasa y aminopeptidasa) son caracteristicas de madurez digestiva, principalmente por
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que el aumento en las ultimas marcan el paso de una digestién citosdlica o intracelular
a una extracelular. Asi mismo, la disminucién de la actividad enzimatica citosodlica de la
leucina-alanina peptidasa (LAP) y el aumento en los cocientes de las actividades de
membrana de borde de cepillo con respecto de las citosdlicas (aminopeptidasa N / LAP
y Fosfatasa alcalina / LAP), son indicativos de maduracion de los enterocitos. Dichos
cambios en las actividades digestivas tienen su origen en los numerosos cambios que
el tracto digestivo experimenta durante la maduracion. Los pliegues mucosos se
desarrollan gradualmente y las regiones del intestino se van diferenciando. Inicialmente
la absorcion de los nutrientes se caracteriza por el proceso de pinocitocis de
macromoléculas (p. ej proteinas y lipidos), en el cual la membrana de la célula “engulle”
a las moléculas. ElI material absorbido por esta via es subsecuentemente hidrolizado
intracelularmente por la enzima LAP u otras enzimas citosolicas. Posteriormente, en el
desarrollo de la larva, los dientes aparecen sobre las mandibulas, y el estbmago y los
ciegos pildricos se desarrollan en aquellas especies en las cuales se presentan. Con el
desarrollo de la mucosa intestinal, grandes cantidades de enzimas digestivas de
membrana de borde de cepillo (por ejemplo, la fosfatasa alcalina y aminopeptidasa N)
se producen, las cuales facilitan la digestion en el tracto intestinal (Zambonino-Infante y
Cahu 1996).

Otra caracteristica de maduracion digestiva es la apariciéon de la actividad de
pepsina, indicativa del momento en el que el estdbmago de la larva es funcional. Se ha
documentado que a partir de ese momento es posible reemplazar el alimento vivo por

dietas balanceadas (Cahu y Zambonino-Infante 1995).

La presencia de la actividad de enzimas proteoliticas pone de manifiesto la
existencia de un equipamiento digestivo muy completo de enzimas (Cara et al. 2002), lo
cual es decisivo para establecer la adquisicién de madurez digestiva y por lo tanto de

tener la habilidad de utilizar dietas balanceadas por los organismos (Diaz et al.1997).

Un aumento significativo en el porcentaje de secrecidn de enzimas pancreaticas
(por ejemplo, tripsina, amilasa, lipasa) es indicativo de la adquisicién de un pancreas
completamente desarrollado debido a que la cantidad de enzimas pancreaticas

detectadas en el lumen intestinal incrementa con el desarrollo de la larva. Zambonino y
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Cahu (2001) han observado que el desarrollo completo del proceso de secrecion en

diversas especies de peces marinas ocurre alrededor del primer mes de desarrollo.

La disminucién de la relacion lipasa: proteasa a lo largo de la ontogenia ha sido
considerada como un indicador de madurez (Cara et al. 2002). Esto por que podria
reflejar los cambios en el metabolismo que tienen lugar en el desarrollo de los peces,
que inicialmente utilizan lipidos como la principal fuente de energia con lipasas capaces
de hidrolizar lipidos existentes en el saco vitelino para progresivamente adaptarse a una
dieta con un mayor contenido de proteina. Por cierto que, cambios en el indice C/N se

consideran como indicadores de la relacién lipido/proteina.

Por ultimo, se ha observado un incremento en los niveles de RNA de amilasa y
de tripsina, seguidos de una caida importante de la secrecion de amilasa y de su
respectivo mRNA durante el proceso de maduracién. y que se ha encontrado esta
genéticamente programado. Se sabe que cuando la actividad y niveles de mRNA de
amilasa permanecen altos en los organismos persiste un sistema digestivo poco
desarrollado (Zambonino-Infante et al. 1996). Este patron de actividad de la amilasa
durante el desarrollo de las larvas es analogo a lo observado con los altos niveles de
mMRNA vy actividad especifica de lactasa en ratas destetadas y mal nutridas (Rossi et al.
1986, Duluc et al. 1992 en Tovar et al. 2002).
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IV. HIPOTESIS
Los cocientes resultantes de la actividad de las enzimas de membrana de borde

de cepillo y la enzima citosélica mostraran resultados diferentes a los reportados para la

mayoria de especies marinas con estomago, por ser los pejerreyes especies agastricas.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad digestiva de las principales enzimas intestinales implicadas
en la digestién y absorcion de proteinas, lipidos y otros nutrientes, asi como buscar
indicadores del proceso de maduracion digestiva durante el desarrollo larvario y juvenil

de dos especies de pejerrey, (Odontesthes bonariensis y Odontesthes hatcheri).

V. 2. Objetivos Particulares

a) Cuantificar la actividad de las enzimas leucina alanina peptidasa,
aminopeptidasa N, fosfatasa alcalina, fosfatasa acida y lipasa dependiente de sales
biliares, las cuales estan implicadas en la digestion y absorcion de proteinas, lipidos y
otros nutrientes durante el desarrollo larvario y juvenil de los pejerreyes Odontesthes

bonariensis y O. hatcheri.

c) Caracterizar el proceso de maduracion digestiva en las dos especies de
pejerrey, a través de las actividades de las enzimas de borde de cepillo (fosfatasa
alcalina y aminopeptidasa N) y la citosolicas (leucina alanina peptidasa y fosfatasa

acida).
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VI. RESULTADOS
Evaluacién de la actividad enzimatica digestiva de pejerreyes

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DIGESTIVA DURANTE EL
DESARROLLO LARVARIO Y JUVENIL DE DOS ESPECIES DE PEJERREY
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RESUMEN. La actividad enzimatica digestiva, durante el desarrollo larvario y juvenil de
dos especies de pejerrey (Odontesthes bonariensis y O. hatcheri), fue analizada. Estos
son peces endémicos de América del Sur, pertenecen a la familia Atherinopsidae vy
como varios miembros de ésta, son agastricos. La actividad y tiempo de aparicion de
las enzimas analizadas (leucina alanina peptidasa, aminopeptidasa N, lipasa
dependiente de sales biliares (BAL), fosfatasa alcalina y acida), en ambas especies,
sugieren un muy buen desarrollo en los mecanismos digestivos y absortivos desde
etapas tempranas. Niveles constantes de secrecion pancreatica de BAL, a partir de los
63 dpe, sugieren un pancreas funcionalmente maduro desde antes de los 2 meses de
edad. Adicionalmente, la evaluacion de indicadores de maduracién digestiva, con base
en las proporciones de las actividades de las enzimas de borde de cepillo y las

citosolicas, sugirié que ésta se adquiere en forma temprana (en las primeras 3 semanas
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de vida) en ambas especies de pejerrey, en concordancia al modelo descrito para
peces marinos con estdbmago, a pesar de ser estos organismos agastricos. Muy altos
niveles de LAP fueron detectados a lo largo del periodo evaluado, actividad que
seguramente compensa la ausencia de estbmago en estos organismos y cuyos altos
niveles, al menos hasta el periodo juvenil, podrian ser una caracteristica de peces sin
estébmago.

Palabras clave: Odontesthes hatcheri, O. bonariensis, enzimas digestivas, maduracion

intestinal, peces agastricos.

ABSTRACT. The digestive activity of two pejerrey species (Odontesthes bonariensis
and O. hatcheri), during their larval and juvenile development was evaluated. These
South America’s endemic fish belong to the Atherinopsidae family, and as other
members of it, they are stomachless species. The activity and time of appearance of the
analyzed enzymes (leucine alanine peptidase, aminopeptidase N, bile salt-depent lipase
(BAL), alkaline and acid phosphatase) suggest an adequate and early development of
the digestive and absorptive mechanisms in both species. The steady levels found of
BAL secretion, since 63 days after hatching, suggest a functional mature pancreas
before the second month of life. This was reinforced by brush border membrane vs
cytosolic activities ratios. Based on them, early intestinal maturation during the first three
weeks of development was suggested for both pejerrey species so. It seems that these
species follow a similar model of digestive maturation described for marine gastric fish,
even that pejerreyes seem to be agastric fish. Finally, very high levels of LAP were
detected along the development of pejerreyes, activity that is surely compensating the
absence of stomach in these organisms and which high levels, at least up to the juvenile
stage, seems to be a characteristic of agastrics fish.

Keywords: Odontesthes hatcheri, O. bonariensis, digestive enzymes, intestinal

maturation, stomachless fish.

INTRODUCCION.

Odontesthes bonariensis y O. hatcheri son peces nativos que habitan las aguas
continentales del cono Sur de Brasil, Uruguay y Argentina, paises en donde son
conocidos como pejerreyes y en donde tienen gran importancia social. Pertenecen a la

familia Atherinopsidae, constituida por cerca de 170 especies, la mayoria habitantes de
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aguas marinas. De hecho, tanto los pejerreyes, como el pez blanco de Patzcuaro,
miembros de la misma familia, son especies que descienden de ancestros marinos
(Tejedor 2001, Martinez-Palacios et al. 2004, Dyer 2006), por lo que aun conservan
varias caracteristicas de organismos de este habitat. Los pejerreyes son preciados en la
pesca deportiva, asi como por la calidad de su carne, con atributos muy similares a los
de especies marinas altamente cotizadas (Somoza et al. 2008). Como consecuencia de
esto se ha generado una gran actividad econémica producida alrededor de estas
especies, lo que ha propiciado la introduccién, y adaptacion exitosa, a embalses,
estanques y lagunas templadas de diversos lugares del mundo. No obstante, diversos
factores, como: la pesca indiscriminada, la introduccion de especies exdticas, la
contaminacion de los habitats y los largos periodos de sequia e inundaciones
recurrentes de los cuerpos de agua sudamericanos, han afectado considerablemente
sus poblaciones naturales (Colautti et al. 2003, Toda et al. 1998). De aqui que se haya
generado un gran interés por la domesticacién y el cultivo del pejerrey. Sin embargo,
factores tanto de naturaleza bioldégica como socio-econdmica han contribuido al
estancamiento del desarrollo de su cultivo en los paises sudamericanos. Caso contrario
es el de Japén, pais en el cual se ha desarrollado su cultivo a escala comercial,
existiendo en la actualidad 21 provincias dedicadas a la cria de los pejerreyes. Este
recurso no soélo ha solucionado un problema de alimentacion, sino que ha evitado la
migraciéon a las grandes urbes al abrir una oportunidad para que los jovenes se
dediquen a la cria del pejerrey en granjas (Grossman 2002). Desafortunadamente, entre
los obstaculos mas importantes para el desarrollo de un cultivo exitoso se encuentran
los dos periodos criticos que presentan estos organismos en cultivo, caracterizados por
altas tasas de mortalidad. Dichos periodos involucran al proceso alimenticio y son: la
primera alimentacion exdgena y la transicion del alimento vivo al alimento artificial
(Pena-Martinez 2005). Una elevada eficiencia alimenticia durante estos procesos
permitiria incrementar las tasas de supervivencia y promover al maximo su crecimiento
(Somoza et al. 2008). En este contexto cabe mencionar que la digestion, el proceso
fisioldgico fundamental que determina el aporte de los principales nutrientes, y por lo
tanto los rendimientos finales a obtener, actia como interfase entre el alimento y el
organismo animal. Esto es, que tras la captura y la manipulacién inicial del alimento
ocurre la hidrélisis de los nutrientes, con la consiguiente transferencia de estos hacia el

interior del cuerpo. En todas estas funciones cumplen un papel esencial diferentes
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enzimas digestivas. Un conocimiento detallado de las enzimas digestivas, a lo largo del
desarrollo larvario de las especies de peces cultivables, resulta fundamental, dado que
esta informacion ayuda a entender los requerimientos nutricionales de los diferentes
estadios de las especies. El conocimiento generado contribuye también al desarrollo de
dietas artificiales adecuadas y a determinar el momento 6ptimo para el “destete”. El
“destete” es definido como el momento en el que los organismos logran desempefios
adecuados tras el cambio del alimento vivo al artificial, evento que es posible al ocurrir
la maduracion del sistema digestivo (Moyano et al. 1996). Pocos estudios de este tipo
se han llevado a cabo en atherinépsidos, sobre todo en especies actualmente
cultivadas. Investigaciones preliminares sugieren la ausencia de estémago en los
pejerreyes, asi como en el pez blanco (Ross et al. 2006), que junto con un tracto
digestivo simple parecen ser caracteristicas comunes de todos los miembros de dicha
familia (Horn et al. 2006).

Los pejerreyes son considerados organismos omnivoros, con base en sus contenidos
intestinales (Piedras & Pouey 2005, Ruiz 2005). De acuerdo a este habito alimenticio se
han descrito como principales enzimas a las proteasas y lipasas. Toledo-Cuevas et al.
(2011) describen el desarrollo de las proteasas luminales (tripsina), la lipasa pancreatica
y fosfatasas acidas y alcalinas a lo largo del desarrollo larvario y juvenil de ambas
especies de pejerrey. Entre los hallazgos mas importantes sugieren la adquisicion de la
maduracion digestiva alrededor de los 63 dpe para ambas especies de pejerrey, con un
modelo semejante a los peces gastricos. Por el contrario, datos de maduracién similar
no se encontraron en el pez blanco de Patzcuaro. Con base en estos resultados, los
propésitos del presente trabajo fueron: 1) Completar la evaluacion de la capacidad
digestiva en estas especies de pejerrey, con respecto a las principales enzimas
implicadas en la digestion y absorcion de proteinas y lipidos; y 2) Contribuir al estudio
de indicadores de maduracion digestiva, para confirmar, o no, si este evento ocurre en
los pejerreyes. Las enzimas digestivas analizadas fueron entonces: La lipasa
dependiente de sales biliares, descrita como la principal lipasa para los peces, y varias
enzimas intestinales; dos membranales (fosfatasa alcalina y aminopeptidasa-N), que
han sido descritas como indicadoras de maduracion digestiva, y dos citosélicas (leucina
alanina peptidasa y fosfatasa acida), sugeridas como indicadoras de pinocitosis e

inmadurez digestiva.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion y mantenimiento de los organismos. Los huevos fertilizados de O.
bonariensis y O. hatcheri se obtuvieron de reproductores provenientes de la Estacion de
Yoshida, del Centro de Investigacion de Campo, y de las instalaciones de cria para los
Animales Acuaticos en Shinagawa, Campus de la Universidad de Tokio de Ciencias
Marinas y Tecnologia de Japdn. Los huevos fueron incubados entre 18-20 T hasta su
eclosion (10-13 dias). El cultivo de las larvas y juveniles se realizé de acuerdo a lo
descrito en Toledo-Cuevas et al. (2011). Las larvas fueron alimentadas, desde su
eclosién, con nauplio de Artemia. A las dos semanas de edad se inicio la administracion
del alimento balanceado, disefado para trucha (MARUHA CORPORATION, Tokyo,
Japon) y carpa (NOSAN CORPORATION, Yokohama, Japon). Las dietas contenian 46
% de proteina, 3 % de lipidos (con un diametro de particula entre 100-300 micras) y 40
% de proteinas y 3 % de lipidos (con un diametro de particula entre 300-800 micras),

respectivamente. El destete completo se realizé a partir de los 56 dias de post-eclosion
(dpe).

Muestreos y diseccidon. Todos los muestreos de los organismos fueron realizados
antes de la primera alimentacion diurna, tras un ayuno de 17 hrs, para la deteccion de
las actividades digestivas basales. Cada dia de muestreo, los dias siete, 14, 21, 28, 35,
42, 49, 56, 63, 77 y 91 de post-eclosion, 15 organismos fueron extraidos para evaluar el
crecimiento de las especies de pejerrey en términos de peso humedo. La determinacién
de la tasa especifica de crecimiento se realiz6 de acuerdo a Brown en Harfus (1992).
Posteriormente, tres pools de organismos con un peso humedo minimo de 65 mg
fueron muestreados, cantidad que permite la deteccion de actividades enzimaticas por
métodos espectrofotométricos. Los organismos muestreados fueron anestesiados en
agua con hielo, enjuagados con agua destilada y secados, extrayendo la mayor
cantidad de agua posible. Inmediatamente después las muestras fueron congeladas en
nitrégeno liquido y mantenidas a —80 °C, hasta ser liofilizadas para su transporte hacia
el laboratorio de Acuicultura y Nutricién (Instituto de Investigaciones Agropecuarias y
Forestales, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Morelia, Michoacan,
México), en donde se almacenaron a -80 °C hasta el momento de su analisis. La

cabeza y cola de los organismos, de los 21 hasta los 56 dpe, fue retirada, mientras que
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los intestinos y hepatopancreas fueron obtenidos de los organismos desde los 63 hasta

los 91 dpe.

Analisis enzimaticos. Los extractos enzimaticos fueron preparados a partir de cada
uno de los 3 pools de organismos (réplicas). Estos fueron resuspendidos en 600 pL de
agua destilada y homogenizados con la ayuda de un sonicador (ultra sonic cell
disruptor; Microson; Fisher Scientific Model 150E), con pulsos de 3 seg, a una amplitud
10, hasta su total homogenizacién. Las muestras se mantuvieron siempre en hielo para
evitar la desnaturalizacion de las enzimas. Los homogenados obtenidos fueron
centrifugados a 15,700 g, a 4 C por 30 min, recuperando el sobrenadante, e n donde
fueron realizadas las determinaciones enzimaticas a 37 °C. Los analisis se realizaron
por duplicado a partir de cada uno de los extractos. La enzima citosolica leucina alanina
peptidasa (LAP) fue analizada de acuerdo al método de Nicholson & Kim (1975),
utilizando como sustrato 0.01M de Leu-ala (SIGMA L-9250). La enzima lipasa
dependiente de sales biliares (BAL) fue determinada de acuerdo al método de lijima &
Ota et al. (1998), utilizando 0.53mM p-nitrofenil miristato (Sigma N2502) como sustrato,
en tampén Tris-HCI 0.25mM pH 9.0 conteniendo 0.25mM metoxietanol (SIGMA-
ALDRICH 360503) y 5mM de colato de sodio (SIGMA C1254). Las unidades/mL de las
actividades enzimaticas corresponden a 1 nmol de sustrato hidrolizado por min. La
enzima leucina aminopeptidasa N (APN) fue analizada utilizando tampdn de potasio
monobasico 50 mM a pH 7.2 y 0.98mM de L-Leucina p-nitroanilida (SIGMA L9125)
como solucion sustrato, de acuerdo al método descrito por Maroux et al. (1973). Las
fosfatasas alcalinas (FA) y acidas (FAc) fueron analizadas de acuerdo a Bergmeyer et
al. (1974), utilizando como sustrato p-nitrofenil fosfato (FLUKA 71770), a una
concentraciéon final de 14.5 y 4.5 mM, respectivamente. Las Unidades /mL de las
actividades enzimaticas fueron definidas como 1 pmol de sustrato hidrolizado por min.
Las actividades se reportaron en actividades especificas (U/mg de proteina), aunque la
actividad digestiva total fue utilizada para el calculo de las proporciones de actividades

enzimaticas.

La concentracién de proteina soluble en los extractos fue evaluada por el método de
Bradford (1976), en micro placa, usando Albumina Sérica Bovina (BSA) (SIGMA A-

7906) como estandar.
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El calculo de las actividades se realizé de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

Ecuacion 1. Célculo de la actividad de LAP, en unidades por ml.
U/ml = AAs * 1* 1000

m t Vol (ml) de extracto usado en el ensayo)

Ecuacion 2. Calculo de la actividad de BAL, en unidades por ml.
U/ml = (AAs) (Vol total (ml) del ensayo)

(CEM) (t) (Vol. (ml) de extracto usado en el ensayo)

Ecuacion 3. Caélculo de la actividad de APN, FA y FAc, en unidades por ml.
U/ml= (AAs/min) (Vol total (ml) del ensayo)

(CEM) (Vol (ml) del extracto usado en el ensayo)

Ecuacion 4. Calculo de la actividad enzimatica en unidades por mg de proteina soluble
en el extracto (Actividad especifica).

U/mg de proteina = U/ml

mg de proteina soluble / ml

Ecuacion 5. Calculo de la actividad en unidades por larva (Actividad Total)
U/larva o segmento = U/ml

No de larvas / ml

Ecuacion 6. Calculo del porcentaje de actividad secretada de la lipasa dependiente de
sales biliares

% de actividad secretada= (U seg de BAL de intestino / U seg de BAL pancreas + U seg
de BAL intestino) x 100.

Analisis estadistico. Los datos obtenidos fueron analizados por la prueba de Shapiro-
Wilk para verificar su normalidad y la homogeneidad de varianzas. Cuando fue
requerido, los datos fueron transformados a log-'°. Posteriormente, se compararon

mediante un analisis de varianza ANOVA de una via, con un nivel de significancia a de
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0.05. Las diferencias entre medias se compararon mediante una prueba de Tukey en el

programa JMP version 6.

RESULTADOS

Crecimiento de los organismos. El crecimiento de las dos especies de pejerrey
durante el experimento, en términos de peso humedo (mg), se muestra en la Figura 1.
Este describe una curva tipica exponencial, con una tasa especifica de crecimiento de

6.8 y 6.6 g/100 g dia para O. bonariensis y O. hatcheri, respectivamente.

Actividades enzimaticas implicadas en la digestion de proteinas. En el presente
trabajo se evaluo la actividad de dos enzimas digestivas intestinales involucradas en la
digestién de péptidos: la enzima citosolica LAP y la membranal APN cuyos perfiles se

presentan en la Figura 2.

En los que respecta a la actividad de LAP, puede observarse que sus niveles se
mantienen constantes a lo largo del desarrollo, presentando un incremento significativo
a partir del dia 63 dpe, para ambas especies de pejerrey. No obstante, en O.
bonariensis se presenta un nuevo y drastico aumento el dia 91 dpe, alcanzando valores
de 13, 190.70 + 2, 341 U/mg de proteina. En contraste, los maximos niveles de esta
actividad en O. hatcheri se presentan el dia 63 dpe, con valores de 1,360. 09 U/mg de
proteina, niveles que se mantienen constantes hasta el final del periodo evaluado. Con
respecto a la enzima APN, se detectaron altas actividades en ambas especies en los
primeros dias de desarrollo, presentando una drastica caida entre los 28 y 42 dpe.
Posteriormente los niveles de actividad se mantienen constantes a lo largo de la etapa
juvenil. Aunque el perfil obtenido y los niveles de actividad para las dos especies de
pejerrey es muy semejante, la caida en la actividad de APN ocurre primero en el

desarrollo de O. hatcheri.

Actividad enzimatica implicada en la digestion de lipidos. La actividad evaluada en
este estudio fue la de la lipasa dependiente de sales biliares (BAL). El perfil de su
actividad fue muy semejante para ambas especies, iniciando con niveles bajos en los
primeros estadios del desarrollo (Figura 2). Casi al final del periodo evaluado se detectd

un aumento significativo en la actividad; el dia 77 dpe para O. bonariensis y el 63 para
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O. hatcheri, con respecto a la actividad de los primeros dias de post-eclosiéon. Dado que
la sintesis de BAL ocurre principalmente en el hepatopancreas de los peces, y que la
enzima es secretada hacia el intestino para llevar a cabo su actividad, el porcentaje de
secrecion de ésta (Figura 3) fue calculado a partir de la edad de 63 dpe, cuando el
tamafo de los organismos permitié la diseccién del hepatopancreas e intestinos. Los
resultados encontrados muestran una tendencia de incremento de la secrecion
enzimatica para ambas especies; sin embargo, dicho aumento no fue estadisticamente

significativo.

Actividades enzimaticas implicadas en la absorcién de nutrientes. De las enzimas
digestivas ensayadas en este trabajo, son las fosfatasas acidas y alcalinas las
involucradas en la absorcion de nutrientes; la primera intracelularmente y la segunda
como una enzima del borde de cepillo de los enterocitos. La evolucién de las
actividades especificas de ambas enzimas, durante el desarrollo de O. bonariensis y O.
hatcheri, se muestran en la Figura 2. A diferencia de las otras actividades, los perfiles
de actividad de la FA son un tanto diferentes para las dos especies de pejerrey. Los
niveles de actividad se mantienen constantes a lo largo del desarrollo en O. bonariensis,
presentando un pico de actividad el dia 63 dpe, para posteriormente permanecer
constantes los valores hasta el final del periodo evaluado. Por el contrario, el perfil de
actividad en O. hatcheri es mas irregular. Comienza con un nivel constante hasta la
primera caida en la actividad el dia 35 (con respecto del 14 dpe), seguida por un
abrupto incremento el dia 63 dpe. Posteriormente decaen nuevamente, alcanzando los
niveles iniciales el dia 77 dpe. En relacién a la FAc, ésta fue la enzima cuya actividad
fue la menor en comparacion al resto de las enzimas analizadas en el presente trabajo.
De hecho, su actividad dejé de poder ser detectada en O. bonariensis a partir del dia 49
dpe, momento en donde se presentdé un aumento significativo, comparado con los
niveles constantes de actividad detectados en todo el periodo de desarrollo anterior. En
O. hatcheri la actividad de FAc si logré6 ser detectada durante todo el periodo
experimental. Se presentd con valores constantes a lo largo del desarrollo y con un
marcado incremento a los 63 dpe, para después retornar a los niveles iniciales hasta el

final del periodo experimental.
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Proporciones de las actividades de las enzimas de borde de cepillo con respecto
a las enzimas citosélicas. Con la intencion de buscar indicadores de maduracion
digestiva, se usaron los criterios descritos para peces marinos con estémago,
calculando las proporciones de las actividades enzimaticas digestivas intestinales.
Aunque todas las proporciones fueron analizadas, solo se muestran aquellas en donde
se encontraron cambios significativos (Fig. 4). Como ha sido ya documentado en varios
trabajos previos, el aumento en la proporcion de la actividad de las enzimas
membranales, con respecto de las citosodlicas, es considerado como un indicador de
maduracién digestiva. En concordancia, aumentos estadisticamente significativos
fueron encontrados en O. hatcheri, el dia 14 después de la eclosién. Esto para las
proporciones de las dos enzimas de membrana de borde de cepillo analizadas (FA y
APN) contra la citosdlica LAP. En el caso de O. bonariensis, el incremento significativo
fue encontrado en el dia 28 dpe en la proporcion de la enzima membranal FA con

respecto de las dos enzimas citosolicas, LAP y FAc.

DISCUSION.

A lo largo del experimento los parametros de calidad del agua y el crecimiento
observado corresponden a los reportados para estas especies en estudios anteriores
(Strissmann et al. 1989), por lo que se puede considerar que las larvas presentaron un

desarrollo normal en este trabajo.

Se ha demostrado en muchas especies de peces los acontecimientos de numerosos
cambios morfoldgicos y funcionales, principalmente durante las primeras semanas de
vida. Dentro de estos cambios funcionales encontramos el proceso de maduracion
digestiva, que comprende, entre otros cambios, la secrecion pancreatica y el aumento
en la produccion de las enzimas de la membrana de borde de cepillo (BBM, en el
intestino. Los momentos en los que ocurren dichos cambios influyen substancialmente
en la supervivencia, la viabilidad, el crecimiento y los costos de produccion larvaria, bajo
condiciones de cultivo (Suzer et al. 2007). El lograr determinar el momento en el que los
organismos adquieren la maduracion digestiva permite la posibilidad de realizar el
“destete”, en el momento mas apropiado, ya que realizarlo antes de que este proceso
ocurra perjudica a los organismos. Existen varios reportes que indican que la naturaleza

de la dieta y el periodo de administracion influencian determinantemente el proceso de
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maduracion digestiva en peces. Un ejemplo se encuentra en la lubina Europea
(Dicentrarchus labrax), en la cual la maduracion digestiva se retarda de los 14 a los 28
dias al realizar un destete en una etapa inapropiada (Zambonino-Infante & Cahu 2001).

En forma complementaria, la valoracion bioquimica de la presencia y nivel de actividad
de las enzimas digestivas tiene multiples utilidades de indole practica y potencial para la
acuicultura. La informacién obtenida es utilizada como un indicador comparativo, tanto
de la tasa de desarrollo de las larvas de peces, como de su capacidad digestiva.
También ayuda a mejorar la seleccion de los ingredientes mas adecuados a utilizar en
los alimentos balanceados, considerando la susceptibilidad a ser hidrolizados por los
organismos, influyendo esto en la elaboracion de dietas balanceadas ad hoc para cada
etapa del cultivo y para cada especie en particular (Moyano et al. 2006). Alarcon-Lopez
& Martinez-Diaz (1998) mencionan que la utilizacion de nuevos datos bioldgicos vy
bioquimicos obtenidos en los laboratorios de investigacion han permitido un incremento
considerable en la produccion de larvas de dorada y lubina, en los criaderos de los

paises mediterraneos, debido a la mejora de la tecnologia utilizada.

Las actividades de las enzimas digestivas suelen ser expresadas en relaciéon a la
proteina soluble de los extractos (actividad especifica) y en relacion al niumero de
organismos y organos utilizados (actividad total). La evolucion de la actividad
especifica, a lo largo de la ontogenia de los organismos, es afectada tanto por la
velocidad de desarrollo de los tejidos secretores, como por la naturaleza y disponibilidad
del alimento. De esta manera, en forma habitual los perfiles incluyen fuertes
incrementos o disminuciones. Esto ultimo es mas frecuente durante la etapa larvaria,
debido a que su fraccidn tisular se vuelve en forma progresiva mas importante y por lo
tanto, el contenido en proteina soluble corporal va aumentando progresivamente. Los
factores ambientales (temperatura del agua, foto periodo) también pueden influir en los
perfiles de las enzimas digestivas. Cuando la actividad de las enzimas digestivas es
expresada en actividad total, en general el perfil encontrado es de incremento
relacionado con la edad, indicando que las larvas de los peces mejoran su capacidad
digestiva durante el desarrollo. Tal es el caso del turbot (Scophthalmus Maximus,
Hoehne-Reitan et al. 2001), el lenguado (Solea senegalensis, Cara et al. 2003),
lenguado del pacifico (Paralichthys californicus, Alvarez-Gonzalez et al. 2006), la cobia,

(Rachycentron canadum, Faulk et al. 2007), blackspot seabream (Pagellus bogaraveo,
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Ribeiro et al. 2008) y lisa gris (Chelon labrosus, Zouiten et al. 2008). No obstante, en
algunas especies se presentan incrementos o disminuciones en el perfil de actividad
total, semejante a lo ocurrido en la actividad especifica. Por ejemplo, en el pejelagarto
(Atractosteus tropicus, Marquez-Couturier et al. 2006), sharpsnout seabream (Diplodus
puntazzo, Suzer et al. 2007), la mojarra tenguayaca (Petenia splendida, Alvarez-
Gonzalez et al. 2008) y en el presente trabajo (ver anexo 1). Los citados autores
discuten que las fluctuaciones se pueden deber a cambios en el sistema digestivo, tales
como la maduracion de los enterocitos, el incremento en las vellosidades vy
microvellosidades, entre otros; pero, el factor principal es sin duda el régimen
alimenticio, desde la composicion de los alimentos ingeridos hasta las pautas de
alimentacion. En este trabajo no se encontré una correlacién entre los cambios en la
alimentacion con las variaciones en la actividad de las enzimas ensayadas, por lo que
los resultados de los estudios histologicos del sistema digestivo de estas especies (en

progreso) permitiran en todo caso sustentar nuestros hallazgos.

La leucina alanina peptidasa (LAP) es una enzima caracteristica del citosol, que digiere
a di y tri péptidos absorbidos por pinocitosis. Por esta razén su actividad es utilizada
como indicadora de pinocitosis (Nicholson et al. 1974) y de digestion enddgena,
catalogada como de inmadurez intestinal. Altos niveles de esta actividad han sido
encontrados en el estadio larvario pre-gastrico de varios peces (Guillaume et al. 1999),
lo que al parecer les proporciona una alta capacidad para la digestion de proteinas
hidrolizadas (Cahu & Zambonino 2001). La actividad de LAP en ambas especies de
pejerrey se muestra con niveles muy altos durante la etapa larvaria pero con un
incremento mas importante en la fase juvenil, muy similar a lo reportado para el pez
blanco del lago de Patzcuaro, Chirostoma estor (Toledo- Cuevas et al. 2011). Los
niveles de LAP son mas altos en el pez blanco (3125.658 U/mg de proteina) que en O.
hatcheri (943.099 U/mg de proteina), pero no llegan al maximo valor alcanzando a los
91 dpe en O. bonariensis (13, 190.7 U/mg de proteina). Estas diferencias podrian estar
relacionadas a los distintos habitos alimenticios de las especies. Estudios sobre los
contenidos intestinales sugieren que la alimentacion de O. bonariensis se basa en
invertebrados benténicos, crustaceos, insectos, moluscos y peces (Piedras & Pouey
2005), mientras que O. hatcheri se describe como un pez omnivoro (Macchi et al.1999).

Por el contrario, el pez blanco es un organismo zooplanctéfago, habito definido con
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base en sus estructuras bucofaringeas (Ross et al. 2006). Este tipo de estudios
permiten obtener resultados mas confiables en cuanto a la determinacién del habito
alimenticio, por lo que estudios similares estan también en progreso en los pejerreyes.

Los altos niveles de LAP parecen ser un mecanismo compensatorio de la ausencia de
estbmago en estas especies, al igual que los altos niveles de proteasas alcalinas en
peces en estadios pre-gastricos (Walford & Lam 1993, Moyano et al. 1996). Cara et al.
(2002) mencionan que la ausencia de pepsina en los estados tempranos de vida de los
sargo picudo (Diplodus puntazzo) y sargo comun (Diplodus sargus) es compensada por
procesos de micropinocitosis y digestion intracelular de proteinas, en el intestino
posterior, en los cuales estan implicadas la fosfatasa acida, la catepsina y algunas

aminopeptidasas.

APN es una enzima intestinal localizada en la membrana de borde de cepillo de los
entericitos, hidroliza péptidos a aminoacidos hacia el proceso final de la digestion de
proteinas, iniciado por las proteasas luminales, tripsina y quimotripsina. Su aumento en
la membrana de borde de cepillo caracteriza la maduracion normal de los enterocitos,
en larvas de peces con estémago, indicando el momento cuando el intestino adquiere
las caracteristicas digestivas de un adulto. Los valores maximos de actividad de
aminopeptidasa N detectados para O. bonariensis son de 146.287+ 2 mU/mg de
proteina a los 35 dpe, semejante al de Pseudosciaena crocea (Ma et al. 2005) y 4.6
veces mayores a los de C. labrosus (Zouiten et al. 2008). En cambio O. hatcheri
presenta un maximo de actividad de 185.950 + 25 mU/mg de proteina a los 21 dpe,
mas alto que el reportado en el sargo (D. sargus, Cara et al. 2002) y un poco mayor al
reportado en C. estor (129 mU/mg de proteina; Toledo-Cuevas et al. 2011). Altos
niveles de actividad de proteasas indican una gran capacidad de digestion proteinica

para los peces, capacidad que se sugiere por tanto para estas especies.

La lipasa que parece jugar el papel mas importante en los peces marinos es la conocida
como lipasa dependiente o activada por sales biliares (BAL). Esta enzima cataliza la
hidrolisis de los enlaces ester carboxilicos, no solo de los triacilglicéridos, sino también
de esteres de colesterol o esteres de vitaminas liposolubles. Su actividad ha sido
detectada desde la apertura de la boca en larvas de D. labrax (Zambonino-Infante &

Cahu 2007). BAL muestra un perfil con niveles bajos al inicio de la etapa larvaria de
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ambas especies de pejerrey, con un posterior aumento al final del periodo experimental.
Esto a pesar de que el contenido de lipidos en las presas vivas, de 9.6+0.2 % (Ma et al.
2005), es mayor al del alimento balanceado proporcionado en el presente trabajo. No
obstante, no cuantificamos la cantidad de alimento proporcionado (vivo o balanceado),
por lo que no podemos determinar si el estimulo para el aumento en la actividad de BAL
haya sido un mayor contenido total de lipidos en el alimento balanceado o el tipo de
éstos. Ribeiro et al. (2008), en Pagellus bogaraveo, reportan un incremento de tres
veces en los niveles de actividad de lipasa cuando se alimentaron exclusivamente con
alimento balanceado, sugiriendo que es el tipo de lipidos el que influencia las
variaciones en la actividad de la lipasa y no el contenido. Estudios sobre esta lipasa, en
otras especies de peces carentes de estdbmago (como las carpas indias, Catla catla,
Labeo rohita, y Cirrhinus mrigala), han permitido sugerir que el aumento en su actividad
coincide con el momento en el que se dan los posibles cambios fisioldégicos para el
metabolismo de los lipidos y la preparacion del intestino a un tipo adulto de digestién, lo
que se traduce en una mejor digestion y utilizacién de los lipidos de la dieta (Rathore et
al. 2005, Chakrabarti et al. 2006, Chakrabarti & Rathore 2010). Asi que podria ser la
adquisicion de la maduracion digestiva intestinal el origen del incremento en esta
actividad en los pejerreyes. Por otro lado, los niveles de BAL encontrados en estos
organismos son bajos en comparacion con otras especies (Cara et al. 2002), lo que
podria sugerir una baja capacidad lipolitica para estas especies. Esto pareciera ser el
mismo caso de C. estor, que presenta valores muy semejantes a los de los pejerreyes.
No obstante, al parecer la actividad lipolitica de las especies es complementada por la
lipasa pancreatica, ya que niveles crecientes de ésta fueron detectados (Toledo-Cuevas

et al. 2011) en pejerreyes muestreados al mismo tiempo que los de este trabajo.

Como se ha mencionado anteriormente, el incremento en la secrecidon enzimatica
digestiva pancreatica ha sido definido como un indicador de madurez digestiva. En este
trabajo se encontré un aumento en el porcentaje de secrecion de BAL durante el
periodo evaluado (63 a 91 dpe); sin embargo éste no fue significativo. Zambonino &
Cahu (2001) mencionan que el proceso de maduracién pancreatica ocurre durante el
primer mes de vida en el desarrollo de algunos peces marinos. Con base en las
proporciones de enzimas intestinales membranales y citosdlicas, los pejerreyes parecen

alcanzar la maduracién digestiva durante las primeras tres semanas de desarrollo,
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periodo en el cual la diseccién de 6rganos es muy dificil en estos organismos, por su
pequeno tamano. Asi que es probable que ésta sea la causa de no haber detectado un
aumento significativo en la secrecioén pancreatica de BAL en el periodo evaluado, ya
que éste fue bastante posterior a cuando parece ocurrir la maduracidon en estos

organismos.

La fosfatasa alcalina (FA) es una enzima que se produce en el aparato de golgi de los
enterocitos, lugar de donde posteriormente se transloca a la membrana intestinal de
borde de cepillo. Aqui, en su sitio activo, participa de forma importantemente en la
absorcion de nutrientes en los peces. El incremento en su actividad, en larvas de peces,
es indicador de enterocitos funcionalmente desarrollados, por ello es usada como un
marcador en la diferenciacion de éstos (Zambonino-Infante & Cahu 2001). Altos valores
de esta actividad se encontraron en ambas especies de pejerrey, mayores que los
reportados en la carpa Hypophthalmichthys molitrix, en hibridos de Morone saxatilis x
Morone chrysops y en hibridos de tilapia (Harpaz & Uni 1999), en D. sargus (Cara et al.
02), en P. crocea, (Ma et al. 2005) y P. californicus (Alvarez-Gonzalez et al. 2006).
También se observd un abrupto incremento en la actividad especifica a partir de los 63
dpe en ambas especies, posterior al “destete”, mientras que en P. californicus y P.
crocea se reporta a los cinco y 8 dpe, respectivamente; y desde la eclosion en D.
sargus. Los autores interpretan este resultado como producto de una alta capacidad de
digestion y absorcion de nutrientes a través de la membrana de los enterocitos, ademas
de enterocitos muy desarrollados desde el periodo larvario. En el caso de los
pejerreyes, segun el resultado obtenido, los enterocitos se encontrarian mas

desarrollados hacia el final del periodo juvenil.

La fosfatasa acida participa en el metabolismo de compuestos de fosfato y su
naturaleza ubicua sugiere una gran importancia para las células; por ejemplo parece
estar implicada en la transduccién de senales y en el control de la proliferacion celular.
No obstante, su papel biolégico es aun desconocido en gran parte, aunque algunos
autores la asocian con actividad lisosomal y en procesos de pinocitosis (Baglole et al.
1998, Ribeiro et al. 1999). En Cyprinus carpio se han reportado varias isoenzimas en el
higado (Kubicz et al. 1981, Janska & Kubicz 1985), y en otros 6rganos, siendo la FAc

intestinal la mas abundante. Panara (1997) describe la presencia de diferentes FAc en
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diversos organos vy tejidos de Esox lucius. Kozaric et al. (2004) mencionan que la FAc
es un marcador de lisosomas, pero su actividad también es detectada fuera de éstos,
en diferentes regiones del intestino de Merluccius merluccius. En este trabajo, fue
detectada en células epiteliales, en la lamina propia, en donde se encontraron
macrofagos, y en la zona supranuclear de los enterocitos. Su actividad también se
encontré en las glandulas gastricas, probablemente relacionada con procesos de
secrecion. Siakpere et al. (2010) la encuentran asociada al dafo del higado por
permanganato de potasio (un quimo terapéutico utilizado comunmente en la acuacultura
para el manejo de enfermedades infecciosas y parasitos) en el bagre africano (Clarias
gariepinus). Por su parte Alvarez-Gonzaélez et al. (2006) mencionan que la actividad de
esta enzima esta involucrada en la digestion acida, ademas de considerar altos niveles
indicativos de una alta capacidad digestiva. Bajos niveles de esta actividad fueron
encontrados en los pejerreyes, principalmente en O. bonariensis, especie en donde la
actividad solo pudo ser determinada hasta los 49 dpe. Para O. hatcheri la actividad
exhibe un perfil similar al obtenido para la FA, similar a lo reportado en Paralabrax
maculatofasciatus (Pefia-Martinez 2005). Los valores de actividad de FAc detectados
en los pejerreyes son similares a los reportados en P. californicus (Alvarez-Gonzalez et

al.2006) pero son menores a los reportados por Cara et al. (2002) en D. sargus.

La proporcién de la actividad total de las enzimas de BBM con respecto de la actividad
de la enzima citosdlica LAP ha sido considerada como un indicador de la madurez en la
digestion intestinal (Zambonino Infante & Cahu 2001). Lo anterior debido a que la
digestion llevada a cabo por enzimas citosdlicas, como la LAP, disminuye en
importancia durante el desarrollo para dar lugar a un proceso de digestion exogeno,
mas eficaz y esencial, llevado a cabo por las enzimas de la membrana de borde de
cepillo (Ma et al. 2005, Zambonino-Infante & Cahu 2007). Un aumento en dichas
proporciones fue observado de manera precoz para las dos especies de pejerrey; a los
14 dpe en O. hatcheri, en las proporciones de FA y APN con respecto a LAP, y a los 28
dpe en O. bonariensis, en las proporciones de FA con respecto de las dos enzimas
citosdlicas, LAP y FAc. En este estudio, se consideraron los altos niveles de FAc como
un indicador de inmadurez digestiva, por estar asociada a los procesos de pinocitosis
(Ribeiro et al. 1999), pero debido a su ubicuidad cabe la posibilidad de que no sea un

buen indicador. Las tempranas fechas de maduracion encontradas para los pejerreyes
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coinciden con una gran diversidad de peces, tales como: D. labrax (Zambonino Infante
& Cahu 1996), Cyprinus caprio (Escaffre et al. 1997), P. olivaceus (Kurokawa & Suzuki
1998), Sparus aurata (Calzada et al. 1998), S. senegalensis (Ribeiro et al. 1999),
Sciaenops ocellatus (Buchet et al. 2000) P. crocea, (Ma et al. 2005, Mai et al. 2005), P.
californicus (Alvarez-Gonzalez et al. 2006), D. punctazzo (Suzer et al. 2007) y
Amphiprion percuda (Onal et al. 2008). Resulta relevante sefalar que el modelo de
maduracién digestiva fue descrito para peces marinos que desarrollan estémago
durante la ontogenia (Zambonino-Infante & Cahu 2001). Toledo-Cuevas vy
colaboradores (2011) describen la ausencia de tales indicadores en el pez blanco de
Patzcuaro, un organismo agastrico y sugieren que los peces sin estbmago no siguen el
modelo de maduracién descrito para peces con estomago. No obstante, describen
datos de maduracion en los pejerreyes, tal como ocurre en el presente trabajo. Aunque
los tiempos en los que se encuentran estos indicadores de maduracion difieren en
ambos trabajos (a pesar de que las muestras fueron tomadas al mismo tiempo del
mismo cultivo), la coincidencia de resultados sugieren fuertemente que si ocurre una
maduracién intestinal en los pejerreyes, tal como ocurre en los peces gastricos. Sin
embargo, el momento en el que ocurre la maduracién requiere de ser confirmado, por
estudios histolégicos (en progreso) y por analisis de las actividades de las enzimas
digestivas en membranas aisladas, de ser posible, tal como lo sugiere el grupo de

Zambonino-Infante.

Posterior al mencionado incremento en las proporciones de las actividades digestivas
intestinales, se observé un decremento significativo en éstas en ambas especies de
pejerrey. Este fendbmeno no ha sido mostrado en la mayoria de los trabajos con otras
especies, aunque podria atribuirse a que los tiempos de desarrollo reportados son
menores a los de este trabajo. Sin embargo, Zouiten et al. (2008) si reportan una
disminucion similar, que la relacionan a una temprana maduracion digestiva, adquirida
con el régimen alimenticio proporcionado. Asi que podria ser que éste fuera también el
caso de los pejerreyes. Por otro lado, Hakim et al. (2006) describen que la composicién
del alimento y el origen genético (filogenia) de las especies influencian los niveles de
algunas enzimas de membrana de borde de cepillo, como es el caso de la fosfatasa
alcalina, y no asi los de enzimas citosodlicas, como la LAP. Asi que dicha disminucién en

la proporcion podria ser simplemente el reflejo del aumento en los niveles de LAP
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durante el desarrollo de estas especies agastricas, determinado por su genética. Pero,
adicionalmente, podria reflejar que el alimento balanceado proporcionado esté
afectando los niveles de enzimas digestivas, como las de membrana; quizas no
permitiendo que éstas adquieran los niveles usuales para los organismos. Finalmente,
esta disminucion en las proporciones pudo tener también su origen en la probable
subestimacion de la actividad de las enzimas de membrana, al no haberse podido
determinar en fracciones purificadas de membrana, por el pequefio tamafno de los
organismos. Como lo mencionan Zambonino-Infante & Cahu (2001), este procedimiento

permite incrementar los niveles de actividad detectados de estas enzimas.

Como conclusiones podemos mencionar que, los altos niveles de actividad de la enzima
citosdlica LAP, a lo largo del desarrollo, parecen ser una caracteristica de especies
agastricas, seguramente compensando la ausencia de digestion acida. Tal es el caso
de las especies de atherindpsidos aqui estudiadas, los pejerreyes O. bonariensis y O.
hatcheri. Aun asi, se sugiere una buena capacidad digestiva para estas especies,
basada en los mecanismos digestivos y de absorciones detectadas, asi como por el alto
nivel de actividad de enzimas digestivas de membrana asociadas al modo adulto de
digestion, la de la FA y APN. El hallazgo de maduracién digestiva en los pejerreyes
apoya la posibilidad de llevar a cabo un “destete” mas temprano, pero con una dieta
mas adecuada, quizds con una naturaleza proteinica diferente acorde a sus altas

actividades de peptidasa citosdlica.

Los resultados aqui obtenidos no solo permiten colaboraciones internacionales entre
grupos que realizan investigacion con Atherindpsidos, complementando conocimientos
tecno-cientificos de estas especies, si no que su gran similitud permite que los
conocimientos generados para unas especies puedan ser de utilidad para otras. Por
ejemplo, el coadyuvar al desarrollo de una tecnologia alimentaria apropiada para los
pejerreyes se apoya el desarrollo de la relacionada a los peces blancos, organismos de

gran importancia para nuestro pais.
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Figura 2. Actividades especificas
enzimaticas durante el desarrollo
larvario y juvenil de Odontesthes
bonariensis y O. hatcheri (media +
ES, n3: a 0.05). dpe; dias de post-
eclosion. Las letras distintas
representan diferencias
significativas a lo largo de la
ontogenia; siendo las letras
oscuras las que corresponden a
O. hatcheri. El recuadro interior en
LAP representa la actividad
durante el periodo de 7 a 56 dpe.



100

mmmm  O. hatcheri a

80 - mmm  O. bonariensis
g a a
3

60 -
k a
o a
s
g 2
X
< 20

(]
63 77 91
dpe

Figura 3. Porcentaje de actividad secretada de la enzima lipasa dependiente de sales
biliares (BAL) para Odontesthes bonariensis y O. hatcheri durante el periodo juvenil
(media + ES, n3: a 0.05). dpe; dias de post-eclosion. Distintas literales representan
diferencias significativas a lo largo del desarrollo de las especies, siendo las oscuras las

correspondientes a O. hatcheri.
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VIl. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

A pesar del avance logrado durante los ultimos afos en el cultivo de larvas y
juveniles de pejerrey, aun existen aspectos relacionados con la alimentacién y nutricion
que deben estudiarse de tal forma que se genere una vision que integre la fisiologia y
bioquimica digestiva. Adicionalmente, es necesario realizar una caracterizacion
completa, que incluya estudios histolégicos (en proceso) e histoquimicos para localizar

los sitios de actividad de las enzimas digestivas.

Igual de relevante es realizar investigaciones para desarrollar dietas balanceadas
Optimas para cada estadio de las especies, en conjunto con la implementacion de un
esquema de evaluacion del desempefio de la dieta sobre la condicién nutricional de las
larvas. Con esto sera posible proponer estrategias de cultivo integrales que permitiran

incrementar la supervivencia y mejorar el crecimiento.

Asi mismo, valdria la pena intentar purificar las membranas de borde de cepillo,
para verificar los resultados referentes a la adquisicion de la maduracion digestiva,
ademas de la busqueda de otros indicadores de dicho proceso, que robustecieran los

hallazgos en estas especies agastricas.

Con base en los resultados obtenidos a partir de este trabajo, se recomienda
realizar un destete a partir de los 14 y 28 dias de pos-eclosién en O. hatcheri y O.
bonariensis respectivamente, sin dejar de proporcionar alimento vivo, dado lo
inadecuado del alimento balanceado proporcionado en la actualidad. Es importante
establecer un periodo de co-alimentacién no menor de 7 dias, de tal forma que las

larvas tengan un tiempo adecuado para adaptarse al nuevo alimento
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Figura 5. Actividades totales
enzimaticas durante el desarrollo
larvario y juvenil de Odontesthes
bonariensis y O. hatcheri a lo largo
del experimento (media + ES, n3: a
0.05). dpe; dias de post-eclosion.

Distintas literales representan
diferencias significativas durante el
desarrollo de las especies;
correspondiendo las letras oscuras
las obtenidas al comparar la
actividad a lo largo de la ontogenia
de O. hatcheri. El recuadro interior
en LAP representa la actividad
durante el periodo de 7 a 56 dpe.



