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Resumen

El objetivo general de la presente tesis fue realizar un estudio integrativo de
determinacion del perfil digestivo/metabdlico y sobre flexibilidad fenotipica en
individuos del pez marino estuarino-dependiente Mugil liza (Actinopterygii;
Mugilidae) de la Laguna Costera Mar Chiquita (Pcia. de Buenos Aires). Para cumplir
con el objetivo se realizaron estudios de determinacion de la existencia y
caracteristicas bioquimicas de la actividad de enzimas digestivas clave en intestino,
la concentracion de sustratos de energia en érganos de reserva y parametros
morfolégicos para evaluar el perfil digestivo/metabdlico de querimanas de M. liza
en el ambiente natural (capitulo 1); de determinacion la actividad de enzimas
digestivas clave, concentracion de sustratos de energia y parametros morfolégicos
a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en querimanas de M. liza para
evaluar la existencia de ajustes digestivos/ metabdlicos en respuesta a la privacion
de alimento y a la realimentacion (Capitulo 2); de determinacion de la actividad de
enzimas digestivas, concentracibn de sustratos de energia, parametros
morfologicos y respuesta osmorregulatoria antes y luego de un cambio abrupto de
alta a baja salinidad para evaluar la existencia de ajustes digestivos/metabdlicos en
relacion a diferentes respuestas osmorregulatorias en querimanas de M. liza
(Capitulo 3). de determinacién de la existencia y caracteristicas bioquimicas de
actividad de enzimas digestivas clave en intestino, la concentracion de sustratos de
energia en 6rganos de reserva y parametros morfolégicos para evaluar el perfil
digestivo/metabdlico de juveniles y adultos de M. liza en el ambiente natural
(Capitulo 4); de determinacion del efecto in vitro de mensajeros quimicos que

regulan procesos clave en tracto digestivo sobre la actividad de carbohidrasas y

10
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proteasas de membrana en intestino de juveniles de M. liza para estudiar su posible
rol en la modulacion de enzimas digestivas involucradas en pasos finales de la

digestion de hidratos de carbono y proteinas (Capitulo 5).

Los resultados muestran que querimanas, juveniles y adultos de M. liza de la
Laguna Costera Mar Chiquita presentan caracteristicas digestivas /metabdlicas y
flexibilidad fenotipica digestiva/metabdlica (existencia y modulacion diferencial de
amilasa, maltasa, sacarasa, lipasa, tripsina y aminopeptidasa-N en intestino;
distribucion y modulacion diferencial de reservas de glucégeno, triglicéridos y
proteinas) que les permitiria realizar exitosamente su reclutamiento y crecimiento
en la laguna y preparacion para la migracion reproductiva hacia el mar acorde a su
estilo de vida marino estuarino-dependiente. Ademas, los resultados cubren un
area de vacancia en el conocimiento sobre la fisiologia bioquimica
digestiva/metabdlica de peces estuarino-dependientes en general y en particular de

especies de interés regional, ecologico y econémico como M. liza.

Palabras clave: Flexibilidad fenotipica, enzimas digestivas, reservas de energia,

Mugil liza, Laguna Costera Mar Chiquita
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Abstract

The general objective of this thesis was to carry out an integrative study to
determine the digestive/metabolic profile and phenotypic flexibility in the marine
estuarine-dependent fish Mugil liza (Actinopterygii; Mugilidae) from Mar Chiquita
Coastal Lagoon (Buenos Aires Province, Argentina). To achieve this objective,
studies were carried out to determine the existence and biochemical characteristics
of the activity of key digestive enzymes in intestine, concentration of energy
substrates in storage organs, and morphological parameters to assess the
digestive/metabolic profile of prejuveniles (querimana) of M. liza in the wild (Chapter
1); to determine the activity of key digestive enzymes, concentration of energy
substrates, and morphological parameters at different times after feeding in
guerimanas of M. liza to evaluate the existence of digestive/metabolic adjustments
at different times after feeding and after re-feeding (Chapter 2); to determine the
activity of key digestive enzymes, concentration of energy substrates, morphological
parameters, and osmoregulatory responses before and after an abrupt change from
high to low salinity to evaluate the existence of digestive/metabolic adjustments in
relation to different osmoregulatory responses in querimanas of M. liza (Chapter 3);
to determine the existence and biochemical characteristics of key digestive enzyme
activity in intestine, the concentration of energy substrates in storage organs, and
morphological parameters to assess the digestive/metabolic profile of juveniles and
adults of M. liza in the wild (Chapter 4); and to determine the in vitro effect of
chemical messengers that regulate key processes in the digestive tract on the

activity of membrane-bound carbohydrases and proteases in intestine of juvenile M.
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liza to study their possible role in modulating digestive enzymes involved in the final

steps of carbohydrate and protein digestion (Chapter 5).

The results show that querimanas, juveniles, and adults of M. liza from Mar
Chiquita Coastal Lagoon exhibit digestive/metabolic characteristics and phenotypic
flexibility (existence and differential modulation of amylase, maltase, sucrase,
lipase, trypsin, and aminopeptidase-N in intestine; distribution and differential
modulation of glycogen, triglyceride, and protein reserves). These characteristics
would allow them to face recruitment and growth in the lagoon, and preparation for
reproductive migration to the sea in relation to its marine estuarine-dependent
lifestyle. Furthermore, the results improve the scarce and fragmentary knowledge
about the biochemical physiology of digestive/metabolic processes in estuarine-
dependent fish in general and, in particular in species of regional, ecological, and

economic interest such as M. liza.

Keywords: Phenotypic flexibility, digestive enzymes, energy reserves, Mugil liza,
Mar Chiquita coastal lagoon.
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Introduccion general

La capacidad para balancear la adquisicion, el almacenamiento y el uso de
energia es critica para la supervivencia, crecimiento y mantenimiento de los
animales (Karasov y Douglas, 2013; Karasov y Caviedes-Vidal, 2021; Olson et al.,
2020; Zhong et al., 2023). En este contexto, el tracto gastrointestinal cumple un rol
esencial debido a su participacién central en multiples funciones que incluyen la
digestion y absorcion de nutrientes (Karasov y Douglas, 2013; Chang y Leung,
2014; Chassaing y Gerwirtz, 2018; Zhong et al., 2023). Las enzimas digestivas
desempeiian un rol fisioldgico fundamental como vinculo entre la ingestidn,
absorcion y asimilacion de nutrientes (del Valle y Lopez Mafianes, 2011; Karasov
et al., 2011; Karasov y Douglas, 2013; Chang y Leung, 2014; Imran et al., 2016;
Oguchi et al., 2022). Asi, el nivel de actividad de enzimas digestivas en el intestino
constituye un factor clave que afecta la capacidad digestiva para sustratos
especificos (Karasov y Douglas, 2013; Ramirez-Otarola et al., 2018). El tipo de
sustrato de energia, su distribucion y concentracion en diferentes sitios de reserva
son una expresion del perfil metabdlico y de ajustes en el metabolismo de las
principales macromoléculas (del Valle y Lépez Mafanes, 2012; Cadiz et al., 2018;
Cali et al., 2019; Guo et al., 2019). En este contexto, los estudios sobre presencia,
modulacion de enzimas digestivas especificas (carbohidrasas, lipasas, proteasas)
en tracto digestivo y de concentracion de reservas de energia en érganos de
reserva, constituye una herramienta fundamental para el conocimiento de las
caracteristicas digestivas/metabdlicas de un individuo y los posibles ajustes en los

mismos.

14
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La flexibilidad fenotipica implica variaciones reversibles dentro de un individuo
en rasgos fenotipicos a diferentes niveles (bioquimico, fisiolégico, morfolégico), lo
que puede aumentar las posibilidades de supervivencia de los animales en
diferentes condiciones internas y externas (Piersman y Drent 2003; Kelly 2012;
Pollock et al., 2019; Noakes y McKechnie, 2020 ). En varios animales, la modulacion
diferencial de la actividad de enzimas digestivas claves y de la concentracién de
reservas de energia constituye una importante estrategia a nivel bioquimico para
hacer frente a diferentes condiciones fisiologicas y/o ambientales (Li et al., 2008;
del Valle y L6pez Mafianes, 2008; Karasov et al., 2011; Lépez Mafianes et al., 2020;
Yang et al., 2019; Lallés 2020; Oguchi et al., 2022). Sin embargo, faltan estudios
sobre existencia y caracteristicas bioquimicas de enzimas digestivas, y de
modulacion por diferentes factores externos e internos de enzimas digestivas y de
reservas de energia en grupos de importancia ecoldgica tales como peces marinos

estuarino-dependientes.

El nivel y la modulacién de actividad de carbohidrasas, lipasas y proteasas en
tracto digestivo determinara la capacidad para la digestion y utilizacion de hidratos
de carbono, lipidos y proteinas, respectivamente. Las a-amilasas (a-1,4-glucano-4
gluconohydrolasa, EC 3.2.1.1) tienen una importancia fisiolégica central en el
metabolismo de hidratos de carbono debido a su rol en los pasos iniciales de la
digestion de sustratos gluconeogénicos (Date et al., 2015; Gominho-Rosa et al.,
2015; Tiwari et al., 2015; Dhital et al., 2017; Shad et al., 2023). Disacaridasas unidas
a membrana, tales como la maltasa y sacarasa, son esenciales para llevar a cabo
la digestion final de hidratos de carbono glucogénicos (Dhital et al., 2013; Li et al.,
2019; Tannous et al., 2023). La existencia y modulacion de maltasa y sacarasa en

tracto digestivo permite ademas el uso de disacéaridos glucogénicos (ej. maltosa,

15
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sacarosa) potencialmente presentes en la dieta como fuentes de glucosa
(Pavasovic et al., 2007; Li et al., 2019; Tannous et al., 2023). Las lipasas (EC
3.1.1.3) son de importancia central debido a su rol en la digestion de lipidos dietarios
y de reserva (Casas-Godoy 2012; Karasov y Douglas, 2013; Pirahanchi y Sharma,
2019; Salhi et al., 2021). La endoproteasa tripsina (EC 3.4.21.4) involucrada en
pasos iniciales de la digestion proteica es una de las proteasas mas importantes en
tracto digestivo de varias especies animales (Perera et al., 2015; Gurina y
Mohiuddin, 2020; Small 2022; Solovyev et al., 2023). La aminopeptidasa-N (APN)
(EC 3.4.11.2), una ectopeptidasa de membrana que tiene un rol principal en pasos
finales de la digestion proteica, se utiliza como indice de la capacidad proteolitica
de un individuo y de madurez intestinal (Ramirez- Otarola et al.,, 2011; 2018;

Fairweather et al., 2012; Gurumallesh et al., 2019; Griego et al., 2021).

En peces teledsteos, el intestino constituye el sitio principal de digestion y
absorcion de nutrientes (Con et al., 2017; Gisbert et al., 2018; Steimberg 2018;
Small 2022). En general, la bateria de enzimas digestivas en el intestino parece ser
cualitativamente similar a la de mamiferos. Sin embargo, el conocimiento sobre
caracteristicas digestivas a nivel bioquimico sigue siendo limitado para la mayoria
de las especies de peces (Small 2022). Se ha sefialado que la determinacion de la
actividad de enzimas digestivas en peces requiere el uso de protocolos especificos
para cada especie (Garcia-Meilan et al., 2023; Solovyev et al., 2023). En varias
especies de peces, se ha observado la modulacion de enzimas digestivas en
respuesta a diferentes factores externos e internos, aunque los ajustes presentan
diferencias intra e interespecificas (YUufera et al., 2012; Pujante et al., 2015; Pujante,

2019; Albanesi et al., 2021; 2024).
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Los miembros de la familia Mugilidae, generalmente conocidos como lisas, son
peces marinos costeros con una distribuciéon mundial (Barletta y Dantas, 2016;
Gonzéalez-Castro y Ghasemzadeh, 2016; Turan 2016). Existen mas de 100
especies registradas a nivel global, siendo su gran mayoria clasificadas bio-
ecolégicamente como peces marinos estuarino-dependientes, lo cual indica que
dependen, para su supervivencia, de estuarios o lagunas costeras en alguna/s de
sus etapas del ciclo de vida (Ibafiez-Aguirre, 1993; Sdnchez Rueda 2002; Dankwa
et al., 2005; Gonzélez-Castro et al., 2009b). Los estuarios y lagunas costeras
constituyen areas importantes para los peces marinos estuarino-dependientes ya
gue pueden pasar parte o incluso todo su ciclo de vida en estos habitats (Nelson
2006; Gonzélez-Castro y Ghasemzadeh, 2016). Estos ambientes desempefian un
papel esencial como areas de refugio, alimentacion, crecimiento y preparacion para
la migracién reproductiva (Denis et al., 2022). Esto podria implicar ajustes
intraespecificos en el perfil digestivo y metabdlico. Por otro lado, debido a su
alimentacion principalmente detritivora ocupan una posicién Unica en las redes

troficas en estos ambientes (Blaber 1976; Cardona 2016).

La lisa rayada Mugil liza (Valenciennes, 1836), debido a su patron de historia
de vida, constituye un modelo adecuado para estudios integrativos de flexibilidad
fenotipica digestiva y metabdlica en peces marinos estuarino-dependientes. Mugil
liza es la Unica especie de lisa de presencia permanente en Argentina (Gonzélez-
Castro et al., 2009b). La poblacion sur de M. liza se distribuye desde el estado de
Sao Paulo, Brasil (23°S) hasta Argentina (47°S) (Mai et al., 2014). Luego de realizar
una migracion reproductiva desde los estuarios/lagunas costeras hacia el mar, M.
liza desova en el area costera del sur de Brasil (Gonzalez Castro et al., 2009b;

2011). Posteriormente sus postlarvas son regresadas por las corrientes con sentido
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Norte-Sur, pudiendo permanecer en la zona de rompiente durante un tiempo
variable (Gonzalez-Castro y Minos, 2016). Pasada esa etapa, los prejuveniles
(querimanas) de M. liza, ingresan desde dicha zona de rompiente hacia zonas

estuariales tales como la Laguna Costera Mar Chiquita (Pcia.Bs. As)

La Laguna Costera Mar Chiquita (LCMCh) se encuentra en el suroeste del
Atlantico en la provincia de Buenos Aires, Argentina (37°32'-37°45 S 57°19" —
57°26’ 0). Tiene una superficie total de 46 km? y la profundidad puede variar entre
0,5y 3 m (Prisco et al., 2001; Gonzéalez-Castro et al., 2009a). La LCMCh constituye
un ambiente heterogéneo con cambios espacio-temporales abruptos y/o de
amplitud variable principalmente en la salinidad ambiental. El agua de mar entra a
la laguna con las mareas altas y la cantidad depende de la intensidad y la direccion
de los vientos. La afluencia de agua dulce proviene de varios arroyos y canales,
gue aportan abundantes cantidades de agua durante los periodos de lluvias. En
este contexto, Gonzalez-Castro et al., 2009a han definido tres zonas en esta
laguna: Zona I, cercana a la desembocadura de la laguna en el mar, con aguas
mixo-eurihalinas y gran influencia de aguas marinas, Zona |l de aguas mixo-
mesohalinas, Zona lll, ubicado en el extremo norte de la laguna, donde las aguas

son mixo-oligohalina
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Mapa de la Laguna Costera Mar Chiquita (Pcia Bs. As). Los recuadros sefialan
las diferentes zonas (Zona |, Zona Il, Zona lll) definidas por Gonzéalez-Castro et
al., 2009 a.

En la LCMCh, M. liza representa la segunda especie mas abundante tanto en
términos de biomasa como de abundancia (Gonzalez Castro et al., 2009 a,b). Los
prejuveniles pasan varios afos dentro de la laguna hasta alcanzar su adultez
(Gonzélez Castro et al., 2009b; 2011; Gonzélez Castro y Minos, 2016). Asi, la
LCMCh constituye un area crucial para el crecimiento y alimentacién de
guerimanas, juveniles y adultos y para la preparacion de estos ultimos para la
migracion costera reproductiva (Gonzalez-Castro et al., 2009b; 2011; Bruno et al.,

2013).

El objetivo general de la presente tesis fue realizar un estudio integrativo de
determinacion del perfil digestivo/metabdlico y sobre flexibilidad fenotipica en
individuos del pez marino estuarino-dependiente Mugil liza (Actinopterygii;

Mugilidae) de la LCMCh.
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En este contexto, los objetivos particulares fueron:

- Determinar la existencia y caracteristicas bioquimicas de la actividad de
enzimas digestivas clave en intestino, la concentracion de sustratos de energia en
organos de reserva Yy parametros morfolégicos para evaluar el perfil
digestivo/metabdlico de querimanas de M. liza luego del reclutamiento en el

ambiente natural (Capitulo 1).

- Determinar la actividad de enzimas digestivas, concentracion de sustratos de
energia y pardmetros morfologicos a diferentes tiempos luego de la ingesta de
alimento en querimanas de M. liza para evaluar la existencia de ajustes digestivos/
metabdlicos en respuesta a la privacion de alimento y a la re-alimentacion (Capitulo

2).

- Determinar la actividad de enzimas digestivas, concentracion de sustratos de
energia, pardmetros morfolégicos y respuesta osmorregulatoria antes y luego de
un cambio abrupto de alta a baja salinidad para evaluar la existencia de ajustes
digestivos/metabdlicos en relacion a diferentes comportamientos osmorregulatorios

en querimanas de M. liza (Capitulo 3).

- Determinar la existencia y caracteristicas bioquimicas de actividad de enzimas
digestivas claves en intestino, la concentracién de sustratos de energia en 6rganos
de reserva y parametros morfolégicos para evaluar el perfil digestivo/ metabdlico

de juveniles y adultos de M. liza en el ambiente natural (Capitulo 4).

- Estudiar el efecto in vitro de mensajeros quimicos que regulan procesos
claves en tracto digestivo sobre la actividad de carbohidrasas y proteasas de

membrana en intestino de juveniles de M. liza para estudiar su posible rol en la
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modulacién de enzimas digestivas involucradas en pasos finales de la digestion de

hidratos de carbono y proteinas (Capitulo 5).

Se plantea la siguiente hipétesis de trabajo:

El

pez marino estuarino-dependiente Mugil liza exhibe ajustes

digestivos/metabdlicos a nivel bioquimico y en pardmetros morfoldgicos en relacion

a su patron de historia de vida en la laguna costera Mar Chiquita

Se formulan las siguientes predicciones:

Querimanas de M. liza exhiben cambios cuali-cuantitativos de la
actividad de enzimas digestivas especificas en tracto digestivo y de
utilizacién de reservas de energia y en parametros morfolégicos en el
ambiente natural en relacion a la edad luego del reclutamiento en la
LCMCh.

Querimanas de M. liza exhiben modulacién diferencial de la actividad de
enzimas digestivas especificas, concentracion de reservas de energia 'y
parametros morfologicos en respuesta a la privacion de alimentoy a la
re-alimentacion

Querimanas de M. liza exhiben modulacion diferencial de enzimas
digestivas, contenido de reservas de energia y parametros morfologicos
luego de un cambio abrupto de alta a baja salinidad en relacién al cambio
en la respuesta osmoregulatoria

Juveniles y adultos de M. liza exhiben cambios cuali-cuantitativos de la

actividad de enzimas digestivas especificas y de utilizacion de reservas
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de energia y en parametros morfolégicos en el ambiente natural en
relacion a la edad

e Aminas biogénicas y calcio extracelular modulan diferencialmente las
actividades de maltasa, sacarasa y APN de juveniles de M. liza por

efecto directo sobre el intestino
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Capitulo 1:

Perfil digestivo/metabdlico de querimanas (prejuveniles)
de Mugil liza luego del reclutamiento en la Laguna Costera
Mar Chiquita
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Introduccion

La digestion es el proceso de modificar y/o hidrolizar macromoléculas presentes
en el alimento ingerido hasta moléculas mas pequefas, para posteriormente poder
ser absorbidas (Assan et al.,, 2022). Debido a su rol fisioldgico central como
conexién entre la digestion y la absorcion de nutrientes, resulta evidente la
importancia de establecer la existencia y caracteristicas bioquimicas de la actividad
de enzimas digestivas especificas en el tracto digestivo (Karasov y Douglas, 2013;
Sanz et al.,, 2015; Gisbert et al.,, 2018; Karasov y Caviedes-Vidal, 2021). Sin
embargo, el conocimiento especifico sobre la existencia y caracteristicas de
diferentes enzimas digestivas y sobre su posible modulacién por diferentes factores
es aun limitado para la mayoria de las especies de peces teledsteos en general
(Small 2022) y en particular, en grupos de importancia ecolégica tales como

mugilidos marinos estuarino-dependientes.

Mugil liza (Valenciennes, 1836) es un pez marino estuarino-dependiente que
se caracteriza por un ciclo de vida diadromo complejo. La reproduccion costera del
stock sur de M. liza ocurre en el area costera entre Santa Catarina y Parand, Brasil
(28°-26°S) (Gonzalez-Castro et al., 2011; Gonzalez-Castro y Minos, 2016; Lemos
et al.,, 2014). Al terminar el periodo reproductivo, las postlarvas neustonicas son
llevadas desde el area costera hacia la costa (zona de rompiente) por corrientes
superficiales generadas por el viento (Vieira 'y Scalabrin, 1991; Gonzalez Castro et
al., 2009a). Durante el reclutamiento hacia la LCMCh los individuos prejuveniles
(<30 mm TL) sufren unas serie de modificaciones en un corto pero crucial periodo

de tiempo que incluye el cambio de una alimentacion zooplanctofaga a detritivora
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(Acha 1990; Vieira 1991, Castellini et al., 2019). En esta etapa, luego del
reclutamiento, es cuando los alevines son denominados querimanas por algunos
autores (Thomson 1997; Castellini et al., 2019). El término querimana se refiere a
prejuveniles que exhiben dos espinas anales incluyendo el periodo de transicién
hasta que la tercera espina se encuentra completamente desarrollada (juveniles)
(Jacot 1920; Thomson 1997; Cardona 2016). A pesar de la importancia de este
estadio de transicion para el éxito del establecimiento de futuras cohortes de
juveniles dentro de la laguna costera, faltan estudios integrativos sobre el perfil
digestivo/metabdlico de querimanas de M. liza en el ambiente natural luego del

reclutamiento hacia lagunas costeras.

La presencia de enzimas digestivas especificas (carbohidrasas/ lipasas/
proteasas) en el intestino, principal sitio de digestion y absorcion de nutrientes en
peces, esta generalmente relacionada con la naturaleza de los items dietarios
potencialmente utilizados en procesos metabdlicos (Karasov y Douglas, 2013; Sanz
et al., 2015; Wang et al., 2019; Oguchi et al., 2022). La a-amilasa (a-1,4 glucan-4-
gluconohidrolasa) tiene una importancia fisiolégica central debido a su rol en los
pasos iniciales de la digestion de hidratos de carbono glucogénicos rindiendo
maltosa la cual deber ser hidrolizada a unidades de glucosa para ser absorbidas
por el intestino (Date et al., 2015; Peng et al., 2015; Rodriguez-Viera et al., 2021).
Disacaridasas unidas a membrana tales como la maltasa y sacarasa son esenciales
para llevar a cabo la digestion final de hidratos de carbono glucogénicos (Dhital et
al., 2013; Li et al., 2019; Tannous et al., 2023). Las lipasas (también denominadas
triacilglicerol acilhidrolasas) son un grupo de enzimas que naturalmente catalizan
la hidrolisis de enlaces ésteres de tri, di y monoglicéridos rindiendo acidos grasos

libres y glicerol (Casas-Godoy 2012). En este contexto, las lipasas, son de gran
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importancia fisiologica debido a su papel en la digestién de lipidos dietarios y en la
hidrdlisis de triglicéridos de almacenamiento (Coleman y Maschek, 2011; Girouse
y Landin, 2012; Henessy et al., 2014; Patricia y Dhamoon, 2019). Diversas
proteasas en tracto digestivo intervienen en la digestion de items proteicos
catalizando reacciones altamente especificas (Rawlings 2013; Moétyan et al., 2013;
Gurumallesh et al., 2019; Gopalraaj et al., 2023). La endoproteasa tripsina, una de
las proteasas mas importantes en tracto digestivo de vertebrados (Perera et al.,
2014; Wang et al., 2014; Gurina y Mohiuddin, 2020; Small 2022; Solovyev et al.,
2023), cumple un rol esencial en los pasos iniciales de la digestion proteica. La
ectoproteasa, APN unida a membrana, desempefia un papel principal en las etapas
finales de la digestion de proteinas rindiendo di/-tri-péptidos y aminoacidos para ser
absorbidos (Mentlein 2004; Goodman 2010; Fairweather et al., 2012; Gurumallesh
et al., 2019; Griego et al., 2021). De esta manera, la actividad de APN en tracto
digestivo se utiliza como un indicador de la capacidad digestiva proteica (Ramirez-
Otarola et al., 2011; 2018). Ademas, la existencia de disacaridasas y APN en el
intestino son indicadores de madurez intestinal y de la capacidad para la digestion

extracelular (Holt 2011; Tran et al., 2011; Pérez-Sirkin et al., 2020).

La determinacién de la concentracién de sustratos de reserva (glucégeno,
triglicéridos, proteinas) en diferentes Organos constituye una herramienta
comunmente utilizada para evaluar las caracteristicas metabdlicas a nivel
bioquimico de un individuo y de ajustes en el metabolismo de hidratos de carbono,
lipidos y/o proteinas. Cuando se realiza de manera concomitante a la determinacion
de enzimas digestivas y de parametros digestivos a nivel morfolégico permite un

analisis integral del perfil digestivo/metabdlico y de ajustes en los mismos (del Valle
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y Lopez Mananes, 2012; Del Valle, Michiels et al., 2016; Kalhoro et al., 2018; Lépez

Mafanes et al., 2020; Albanesi et al., 2024).

En este contexto, en este capitulo se describen estudios para determinar la
existencia y caracteristicas bioquimicas de la actividad de enzimas digestivas
(amilasa, maltasa, sacarasa, lipasa, tripsina y APN) en intestino, la concentracién
de sustratos de energia (glucogeno, glucosa libre, triglicéridos y proteinas) en
higado y musculo y parametros morfologicos (peso total, coeficiente intestinal e
indice hepatosomatico) para evaluar el perfil digestivo y metabdlico de querimanas

de M. liza en el ambiente natural luego del reclutamiento en la LCMCh.

Materiales y Métodos

Captura de querimanas

Querimanas (prejuveniles) fueron capturados después de su reclutamiento en
la Zona Il de la LCMCh (Gonzélez Castro et al., 2009b). La Zona Il (ver mapa en
Introduccion General de la presente tesis) esta situada en el interior de la laguna
costera, a una distancia de 6 km desde la boca, y se caracteriza por tener aguas
mixo-mesohalinas. La profundidad varia desde aproximadamente 0,30 a 1,20 m.
Las querimanas fueron capturadas utilizando una red de arrastre (10 m de largo x
1,8 m de alto, alas de 4 m de largo, un copo de 3 m de largo, malla en las alas
laterales de 10 mm y malla en el copo de 5 mm) (Cousseau et al.,, 2001). La
temperatura y la salinidad del agua al momento de la captura (agosto de 2019)
fueron 13°C y 18 ups, respectivamente. La identificacion taxonomica de los peces

se realiz6 de acuerdo a Gonzalez Castro et al. (2012) y Cousseau y Perrotta (2013).
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Los individuos fueron congelados para ser posteriormente procesados en el

laboratorio (Del Valle, Michiels et al., 2016; Ma et al., 2019).

Determinacion de parametros morfoldgicos y obtencidon de muestras

La longitud total (LT), la longitud estdndar (LS) y el peso total (PT) de cada
individuo se determiné utilizando un calibre digital y una balanza electrénica. Los
individuos se clasificaron en querimanas tempranas (n=10) o querimanas tardias
(n=10) segun los siguientes criterios: (a) querimanas tempranas: individuos con
longitud estandar entre 23 y 33 mm, con dos espinas anales y el tercer elemento
anal aun tabicado, mostrando signos incipientes de hialinizacion; (b) querimanas
tardias: individuos con longitud estandar entre 38 y 47 mm, donde la tercera espina
anal sufre hialinizacién y estéa casi completamente desarrollada, pero aun presenta
una ligera segmentacion. Inmediatamente, se extirparon el intestino, el higado y el
musculo de cada individuo, se pesaron (para el caso del intestino se registro
también su longitud) y se colocaron en hielo para su posterior procesamiento. El
coeficiente intestinal (Cl) se determiné como longitud intestinal/ longitud estandar y

el indice hepatosomatico (IHS) como (peso del higado/peso total) x 100).

El intestino, el higado y el musculo se homogeneizaron por separado en buffer
Tris/HCI 50 mM (pH 7,4) (intestino e higado: 4 ml de tejido por grt; misculo: 8 ml
por gramo de tejido?) (homogeneizador CAT 9120, herramienta T10) en hielo (del
Valle, Michiels et al., 2016; Albanesi et al., 2021) y se almacenaron a -20°C hasta

ser utilizados para las correspondientes determinaciones cuantitativas.
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Este estudio se realiz6 siguiendo protocolo aprobado por el Comité de Etica
(CICUAL) de la facultad de Ciencias Exactas y Naturales (RD 2022-105 FCEyN,

UNMdP, Argentina).

Determinaciones cuantitativas

Las actividades de amilasa, maltasa, sacarasa, lipasa, tripsina y APN se
determinaron como se describié (del Valle, Michiels et al., 2016; Albanesi et al.,
2021) en los correspondientes homogenatos de intestino.

La actividad de amilasa se midi6 utilizando almidén (15 mg mi™) como sustrato.
La muestra correspondiente se incub6 durante 15 min. a 30 °C en presencia de
almiddn en buffer fosfato 50 mM (pH 7,4). La reaccion se detuvo con la adicion de
300 ul de reactivo &cido dinitrosalicilico (DNS) (Miller 1959). Se realizé una
incubacion adicional durante 10 min a 100°C. Después de enfriar los tubos en hielo,
la maltosa liberada se cuantificd leyendo la absorbancia en 540 nm. Para estudiar
el efecto del pH, temperatura y concentracion de almiddn, la actividad se analizé a
diferentes pH (5.2-8.2) (buffer fosfato 50 mM), temperatura (4-45°C) vy
concentracion de almidén (0,06-17,5 mg ml™) en la mezcla de reacciéon. La
actividad de amilasa se expresé como pg de maltosa x min—! x mg de proteina™.

Las actividades de maltasa y sacarasa se determinaron midiendo la glucosa
liberada del sustrato especifico (maltosa y sacarosa, respectivamente). La muestra
se incubd durante 10 min a 30°C en presencia de maltosa o sacarosa (42 mM) en
buffer maleato 0,1 M (pH 6, 4). La reaccion se detuvo con 1,5 ml de reactivo de
glicemia (glucosa oxidasa 10 kU |, peroxidasa 1 kU, |,4- aminofenazona 0,5 mmol

|71, fosfatos pH 7,0100 mmol I"1, hidroxibenzoato 12 mmol I"1) (Wiener Lab Glicemia
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AA, Wiener lab, Rosario, Provincia de Santa Fe, Argentina) y luego se incubd
durante 5 min a 37°C. La cantidad de glucosa se cuantifico leyendo la absorbancia
en 505 nm del complejo de quinona coloreado. Para estudiar el efecto del pH,
temperatura y concentracion de sustrato sobre la actividad de disacaridasas la
correspondiente actividad se determiné a diferentes pHs (5,2-8,0 buffer maleato
0,1 mM), temperaturas (4—45°C) y concentraciones de sustrato (0,12-42 mM). La
actividad de maltasa y sacarasa se expres6 como pg de glucosa x min—! x mg de

proteina™.

La actividad de lipasa se determind colorimétricamente mediante la
cuantificacion de p-nitrofenol liberado de p-nitrofenil-palmitato (pNPP). La muestra
se incubo en presencia de pNPP (0,85 mM) en buffer Tris-HCI 50 mM (pH 8,5),
durante 5 min a 37°C. La reaccion se detuvo afiadiendo 0,5 ml de acido
tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v). La cantidad de p-nitrofenol liberado se determiné
leyendo la absorbancia en 410 nm. Para determinar el efecto del pH, temperatura
y concentracion de sustrato, la actividad se analizé a diferentes pH (6,0-9,0) (buffer
fosfato 50 mM, pH 6,0, buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,2-9,0), temperaturas (4-45°C) y
concentraciones de pNPP (0,017-0,9 mM). La actividad de lipasa se expresé como

1g de para- nitrofenil fosfato x min—! x mg de proteina .

La actividad de tripsina se determino utilizando N-a-benzoil-DL-arginina- 4-
nitroanilida (BAPNA) como sustrato. La muestra se incubo en presencia de BAPNA
(1,23 mM) en buffer Tris/HCI 50 mM (pH 9,0) y Cl.Ca (400 mM) durante 15 min a
45°C. La reaccion se detuvo agregando 250 pl de KOH 0,1 M y se midié la
absorbancia en 405 nm. Para determinar el efecto del pH, temperatura y

concentracion de sustrato, la actividad se analiz6 a diferentes pH (6,0-11,0) (buffer
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fosfato 50 mM, pH 6,0, buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4-9,0, Glicina 50 mM pH 11),
temperaturas (4—70°C) y concentraciones de BAPNA (0.15-1.4 mM). La actividad

de tripsina se expresé como pg para-nitroanilina de x min—! x mg de proteina- 1.

La actividad de APN se determiné utilizando L-alanina-pnitroanilida (L-Ala-pNA)
como sustrato. La muestra se incubd en presencia de L-Ala-pNA (1,23 mM) en
buffer Tris/HCI 50 mM (pH 7,4) durante 15 min a 45°C. La reaccion se detuvo con
0,2 ml de acido acético (2 M) y la absorbancia se determindé en 384 nm. Para
estudiar el efecto del pH, temperatura y concentracion de sustrato, la actividad se
determind a diferentes pH (6,0-9,0) (buffer fosfato 50 mM, pH 6,0, buffer Tris-HCI
50 mM, pH 7,4-9,0), temperaturas (4—-45°C) y concentraciones de L-Ala-pNA (0,04—
0,4 mM). La actividad de APN se expres6 como g para-nitroanilina de x min—1 x

mg de proteina L.

Las concentracion de glucégeno, glucosa libre y triglicéridos se determinaron
de acuerdo a del Valle, Michiels et al., 2016 y Albanesi et al., 2021 en los

correspondientes homogenatos de higado y musculo.

La concentracion de glucogeno se determiné por hidrolisis por a-
amiloglucosidasa (Sigma Chemicals). La muestra correspondiente se hirvié durante
4 min y luego se incub6 en buffer acetato (pH 4,8) en presencia y ausencia de 0,2
mg ml! de a-amiloglucosidasa (Sigma Chemicals, Sigma-Aldrich, St Louis,
Missouri) durante 2,5 h a 55°C. Después de la incubacion, las muestras se
centrifugaron a 3000 rpm durante 15 min. La glucosa se cuantifico en el
sobrenadante luego de la adicion de 3 ml de reactivo de glicemia (Wiener Lab AA,
Rosario, Santa Provincia de Fe, Argentina). La glucosa liberada por hidrélisis de

glucdgeno se calculé como la diferencia entre los valores obtenidos con y sin a-
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amiloglucosidasa. Los resultados se expresaron como mg de glucosa x gr de tejido

1, La glucosa libre se evalud a partir del ensayo en ausencia de a-amiloglucosidasa.

La concentracion de triglicéridos (TAG) se determind por el método
colorimétrico de glicerol fosfato oxidasa (cédigo 861110001, Wiener-Lab AA). La
muestra correspondiente se incubd con el reactivo durante 5 min a 37°C. La
cantidad de glicerol liberado se determind leyendo la absorbancia en 505 nm del
complejo de quinona coloreada. Los resultados se expresaron como mg X gr de

tejido

La concentracion de proteinas se cuantifico segun Bradford (1976). Se utilizd
albumina de suero bovino (0,96 mg x ml™) como estandar. Los resultados se

presentaron como mg x gr de tejido

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico Sigma-
Plot 12.0 para Windows, el cual realiza automaticamente un test previo de igualdad
de varianzas y normalidad. Se utilizé el analisis de varianza (ANOVA de una via) o
el test-t para estimar diferencias estadisticas segun se indica para cada
experimento. Un valor de p <0,05 fue considerado significativo. Se realizaron

pruebas a posteriori de ANOVA (Bonferroni) para identificar las diferencias.

Los resultados del efecto de concentraciones variables de sustrato en las
actividades enzimaticas se analizaron mediante un analisis de regresién no lineal

(software GraphPad Prism 6.0). Las correspondientes curvas son las que mejor se
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ajustan a los datos experimentales. Los valores de Km (constante de Michaelis -

Menten) se estimaron de las mismas (GraphPad Prism 6.0).

Resultados

Parametros morfoldégicos de querimanas tempranas vy tardias

La longitud total, la longitud estandar y el peso total fueron significativamente
mayor en querimanas tardias (Tabla 1.1). El coeficiente intestinal fue mayor en
guerimanas tardias respecto a querimanas tempranas (3,04 y 2,06
respectivamente), mientras que no presentaron diferencias en el indice

hepatosomatico (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Longitud total (LT), longitud estandar (LS), peso total (PT),
coeficiente intestinal (Cl) e indice hepatosomatico (IHS) de querimanas
tempranas y tardias de M. liza. *Indica diferencias significativas con respecto al
correspondiente valor en querimanas tempranas (Test-t; p < 0.05). Los datos son
la media £ S.D para 10 individuos.

Querimanas tempranas |Querimanas tardias
Longitud total (mm) 36,08 + 4,29 50,80 + 3,19*
Longitud estandar (mm) 30,05+ 3,44 42,80 + 2,78*
Peso total (g) 0,34 +0,13 1,74 £ 0,29*
Coeficiente intestinal (%) 2,06 £ 0,38 3,04 + 0,62*
indice hepatosomatico (%) 2,06 £ 0,96 1,96 +0,68
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Actividad de enzimas digestivas en intestino de querimanas

Inicialmente se determiné la actividad de amilasa, maltasa, sacarasa, lipasa,
tripsina y APN en intestino de querimanas tardias y se realiz6 una caracterizacion

parcial de las mismas.

La actividad de amilasa aumenté de pH 5,2 a 7,4. A pH 8,2 la actividad
disminuy6 hasta valores similares a los encontrados a pH 5,2-6,0 (Figura 1.1 a). La
actividad fue similar a 4°C y 20°C y aumenté a 30°C. A 45°C, la actividad disminuyé
hasta un valor similar al observado a 4°C y 20°C (Figura 1.1 b). La actividad de
amilasa exhibi6 cinética de Michaelis-Menten (Km aparente = 3,58 mM) (Figura 1.1

C).
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Figura 1.1 Caracterizacion parcial de la actividad de amilasa en intestino
de querimanas tardias de M. liza. (a) Efecto del pH (5,2-8,2) sobre la actividad
de amilasa. Los valores de actividad de amilasa se expresan en relacién con la
actividad a pH 7,4 (100%). (b) Efecto de temperatura (4-45°C) sobre la actividad de
amilasa. Los valores de actividad de amilasa se expresan en relacion a la actividad
a 30°C (100%). (c) Efecto de la concentracién de almidén sobre la actividad de
amilasa (0,17-17,5 mg x mI'). La actividad se midié a 30°C y a pH 7,4. Los valores
de actividad se expresan en relacion a la correspondiente actividad en presencia
de almidén 15 mg x mlt (100%). *Indica diferencias significativas con respecto al
correspondiente valor tomado como 100% (One-Way ANOVA,; p < 0.05). Los datos
son la media £ S.D para 10 individuos.
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La actividad de maltasa aumenté de pH 5,2 a 6,4, el valor se mantuvo similar
hasta pH 8,0 (Figura 1.2 a). La actividad de maltasa fue similar dentro de todo el
rango de temperatura 4-45°C (Figura 1.2 b) y exhibi6 cinética de Michaelis-Menten
(Km aparente=2,60 mM) (Figura 1.2 c). La actividad de sacarasa aumenté de pH
52a6,4. ApH74y 8,0 la actividad disminuy6 a un nivel similar a la de pH 5,2
(Figura 1.2 d). La actividad de sacarasa aumenté de 4 a 20°C, el valor se mantuvo
similar dentro del rango de temperatura 20-45°C (Figura 1.2 €) y mostr6 cinética

de Michaelis—Menten (Km aparente = 2,95 mM) (Figura 1.2 f).
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Figura 1.2 Caracterizaciéon parcial de las actividades de maltasa y
sacarasa en intestino de querimanas tardias de M. liza.. (a) Efecto del pH (5,2—
8,0) sobre la actividad de maltasa. Los valores de actividad de maltasa se expresan
en relacion a la actividad a pH 6,4 (100%) (b) Efecto de la temperatura (4-45°C)
sobre la actividad de maltasa. Los valores de la actividad de maltasa son
expresados en relacion a la actividad a 37°C (100%). (c) Efecto de la concentracién
de maltosa sobre la actividad de maltasa (0,65mM- 42mM). La actividad se midio a
37°C vy a pH 6,4. Los valores de actividad se expresan en relacion a la actividad
correspondiente en presencia de maltosa 28 mM (100%). (d) Efecto del pH (5,2—
8,0) sobre la actividad de sacarasa. Los valores de la actividad de sacarasa se
expresan en relacion a la actividad a pH 6,4 (100%). (e) Efecto de la temperatura
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(4-45°C) sobre la actividad de sacarasa. Los valores de la actividad de sacarasa se
expresan en relacion a la actividad a 37°C (100%)). (f) Efecto de las concentraciones
de sacarosa sobre la actividad de sacarasa (0,65 mM- 42mM). La actividad se midi6
en 37°Cy a pH 6,4. Los valores de actividad se expresan en relacién a la actividad
correspondiente en presencia de sacarosa 28 mM (100%). *Indica diferencias
significativas con respecto al correspondiente valor tomado como 100% (One-Way
ANOVA,; p < 0.05). Los datos son la media = S.D para 10 individuos.

La actividad de lipasa en el intestino de querimanas tardias fue similar dentro
del rango de pH 6,0-9,0 (Figura 1.3 a). La actividad de lipasa fue similar de 4 a
20°C, el valor aument6 de 20°C a 37-45°C (Figura 1.3 b) y también exhibio cinética

de Michaelis-Menten (Km aparente =0,58 mM) (Figura 1.3 c).
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Figura 1.3 Caracterizacion parcial de la actividad de lipasa en intestino de
guerimanas tardias de M. liza. (a) Efecto del pH (6,0-9,0) sobre la actividad de
lipasa. Los valores de actividad de lipasa se expresan en relacion con la actividad
especifica a pH 8,5 (100%). (b) Efecto de la temperatura (4-45°C) sobre la actividad
de lipasa. La actividad se expresa en relacion a la actividad especifica a 37°C
(100%). (c) Efecto de la concentracion de pNPP (0,12-1,19 mM) sobre la actividad
de lipasa. Los valores de actividad son expresados en relacion con la actividad
correspondiente en presencia de pNPP 0,85 mM (100%). *Indica diferencias
significativas con respecto al correspondiente valor tomado como 100% (One-Way
ANOVA; p < 0.05). Los datos son la media + S.D para 10 individuos.

La actividad de tripsina se detectd dentro de un amplio rango de pH. La

actividad aument6 de pH 7,4 a 9,0 y disminuyo a pH 11,00 hasta valores similares
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a los observados en pH 7,4 (Figura 1.4 a). La actividad de tripsina fue similar a los
4°Cy 20°C. A 45°C aumenté y se mantuvo constante hasta 70°C (Figura 1.4 b). La
tripsina presentd cinética de Michaelis-Menten (Km aparente = 1,38 mM) (Figura
1.4 ¢). La actividad de APN aument6 de pH 6.0 a 7.4 — 9.0 (Figura 1.4 d). La
actividad aument6 de 4°C a 45°C (Figura 1.4 e). Esta actividad también exhibi6

cinética de Michaelis-Menten (Km aparente =0, 32 mM) (Figura 1.4 f).

b
150
100 -
*
50
0+ T T 1
a 0 40 B0 an 0.0 0. 10 1.5

pH Tern peratura [°C] BOF MO (M ]

150 B
1o
*
) }—’—‘*//
*
g 04 T
0

=0 a4 &0 0 01 02 0.3 04 0§
PH Temperatura[*C) L-&la (k]

150 4

o *

+

504
Km=138mM

Boctividad relativa de tripsira (%)
Aetivided relstiva de tripsina (%)
B ctividad relstiva detripsina (%)

150

Km=0 32mh

Betividad relativa de A PH [%4h)
_ X
B cfividad relaiva de 8 PN (%)

Bctividad relativa de 8 PH (%)

Figura 1.4 Caracterizacion parcial de las actividades de tripsinay APN en
intestino de querimanas tardias de M. liza. (a) Efecto del pH (7,4-11,0) sobre la
actividad de tripsina. Los valores de actividad de tripsina se expresan en relacion
con la actividad especifica a pH 9,0 (100%). (b) Efecto de la temperatura (4-70°C)
sobre la actividad de tripsina. La actividad se expresa en relacion a la actividad
especifica a 45°C (100%). (c) Efecto de la concentracion de BAPNA (0,15-1,4 mM)
sobre la actividad de tripsina. Los valores de actividad se expresan en relacion a la
actividad correspondiente en presencia de BAPNA 1,23 mM (100%). (d) Efecto del
pH (6,0-9,0) sobre la actividad de APN. Los valores de actividad de APN se
expresan en relacién a la actividad especifica a pH 7,4 (100%). (e) Efecto de la
temperatura (4°C- 45°C) sobre la actividad de APN. La actividad se expresa en
relacion con la actividad a 37°C (100%) (f) Efecto de la concentracion de L-Ala pNA
(0,04-0,4 mM) sobre la actividad de APN. Los valores de la actividad son
expresados en relacion con la actividad correspondiente en presencia de L-Ala pNA
0,4 mM (100%). *Indica diferencias significativas con respecto al correspondiente
valor tomado como 100% (One-Way ANOVA; p < 0.05). Los datos son la media +
S.D para 10 individuos.
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Las querimanas tempranas también exhibieron actividad de amilasa, maltasa,
sacarasa, lipasa, tripsina y APN en intestino (Figura 1.5 - 1.6). Las actividades
especificas de amilasa, sacarasa, tripsinay APN fueron significativamente menores
en las querimanas tempranas comparadas con la correspondiente actividad en

intestino de querimanas tardias (Figura 1.5 - 1.6).
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Figura 1.5 Actividades especificas de amilasa (a), maltasa (b) y sacarasa
(c) en el intestino de querimanas tempranas y tardias de M. liza. *Indica
diferencias significativas con respecto al correspondiente valor en querimanas
tempranas (Test-t; p < 0.05). Los datos son la media = S.D para 10 individuos.
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Figura 1.6 Actividades especificas de lipasa (a), tripsina (b) y APN (c) en
el intestino de querimanas tempranas y tardias de M. liza. *Indica diferencias
significativas con respecto al correspondiente valor en querimanas tempranas
(Test-t; p < 0.05). Los datos son la media £ S.D para 10 individuos.

Reservas de energia en querimanas

En querimanas tardias se detecté glucogeno en higado y en musculo. La
concentracion de glucégeno fue mayor en higado (alrededor del 87%) que en
musculo (Figura 1.7 a), mientras que la concentracion de glucosa libre fue similar
en ambos organos (Figura 1.7 b). La concentracion de triglicéridos fue mayor
(p<0,05) en higado (alrededor del 87%) respecto a musculo (Figura 1.8 a). La
concentracion de proteina fue mayor (p < 0,05) en musculo (alrededor del 29%) que

en higado (Figura 1.8 b).

En querimanas tempranas la concentracion de glucogeno, glucosa libre y
proteina en musculo fue mayor (92, 82, 32%, respectivamente) (p < 0,05) que en
guerimanas tardias (Figura 1.7 a,b - 1.8 a,b ), mientras que la concentracion de

triglicéridos fue similar (Figura 1.8 a).
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Figura 1.7 Concentracion de glucégeno (a) y glucosallibre (b) en higado y
musculo de querimanas tempranas y tardias de M. liza. *Indica diferencias
significativas con respecto al correspondiente valor en higado (Test-t; p < 0,05).
ND= no determinado. Los datos son la media £ S.D. para 10 individuos
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Figura 1.8 Concentracion de triglicéridos (a) y de proteinas (b) en higado
y musculo de querimanas tempranas y tardias de M. liza. *Indica diferencias
significativas con respecto al correspondiente valor en higado (Test-t; p < 0,05).
ND= no determinado. Los datos son la media £ S.D. para 10 individuos

Discusioén

En vertebrados, incluyendo peces, la presencia de actividad de enzimas

digestivas especificas en tracto gastrointestinal se relaciona generalmente con la
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naturaleza de los items dietarios potencialmente utilizados por el organismo
(Karasov y Douglas, 2013; Sanz et al., 2015; Wang et al., 2019; Oguchi et al., 2022).
En particular en estadios tempranos de la ontogenia, la determinacion de la
existencia de enzimas digestivas se utiliza, ademas, como un indice del desarrollo
del tracto digestivo (Kumar et al., 2019, Pérez-Sirkin et al., 2020). En este contexto,
la actividad de enzimas digestivas unidas a membrana en intestino son indicadores
de madurez intestinal y de la capacidad para la digestién extracelular (Holt 2011;
Tran et al., 2011; Pérez-Sirkin et al., 2020). Los resultados del presente capitulo
gue muestran la existencia de actividad de carbohidrasas, lipasa y proteasas en
intestino sugieren que querimanas de M. liza luego del reclutamiento en la LCMCh
poseen una bateria de enzimas digestivas adecuada para la hidrdlisis de diferentes

sustratos, madurez intestinal y capacidad para la digestion extracelular.

La presencia de amilasa y disacaridasas de membrana tales como maltasa y
sacarasa (enzimas claves en pasos iniciales y finales de la digestion de hidratos de
carbono, respectivamente) en intestino sugiere la capacidad potencial de
guerimanas de M. liza para la digestion completa de sustratos glucogénicos claves
(ej. almidon; glucégeno) procedentes de items de origen vegetal y/ o animal
presentes en el detrito. En varios animales, la amilasa, ademas de su actividad
amilolitica, tiene capacidad para digerir glucogeno (Williams 2019; Rodriguez-Viera
etal., 2021). En intestino de peces carnivoros, omnivoros y detritivoros la presencia
de amilasa en tracto digestivo permitiria un mejor aprovechamiento de nutrientes
mediante la hidrélisis de glucdégeno presente en items de origen animal (Uscanga-
Martinez et al., 2011; Nolasco-Soria 2021). La actividad de lipasa en estadios
tempranos indica la capacidad de las querimanas para la digestion de lipidos de la

dieta y su uso potencial para procesos metabdlicos (Casas-Godoy 2012; Karasov
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y Douglas, 2013; Steimberg 2018; Small 2022). La digestion de items lipidicos de
la dieta, la posterior absorcién de metabolitos lipidicos en tracto digestivo y su
almacenamiento y/o utilizacibn como sustratos de reserva constituyen procesos
fisiologicos fundamentales a nivel bioquimico que permiten mantener la
homeostasis lipidica (Dashty 2014; Henessy et al., 2014; Patricia y Dhamoon, 2019;
Small, 2022). La presencia de endo-proteasas y de ecto-proteasas claves como
tripsina y APN en intestino es un indicador de la potencial capacidad proteolitica
digestiva y sugiere la habilidad de querimanas de M. liza de la LCMCh para la
hidrolisis completa de proteinas dietarias (Ramirez-Otarola et al., 2011; 2018;
Bakker et al., 2011; Steimberg, 2018; Small, 2022). La presencia de enzimas
digestivas de borde en cepillo sugieren la madurez intestinal de las querimanas y
su capacidad para la digestion extracelular. En otros mugilidos, tales como Mugil
cephalus se ha descrito la aparicion de enzimas digestivas de borde en cepillo en
estadios tempranos (Koven et al., 2019). En peces, el valor de coeficiente intestinal
se relaciona en general con el habito alimentario (Ribble y Smith, 1983; German y
Horn, 2006; Davis et al., 2013). Luego del reclutamiento, las querimanas de M. liza
exhiben un habito alimentario de tipo detritivoro (Acha 1990; Cardona 2016;
Castellini et al., 2019; Karachle y Stergiou, 2010). Los detritos consumidos por
querimanas de M. liza en la LCMCh contienen elementos tanto de origen vegetal
como animal (Botto et al., 2005; Bruno et al., 2014; 2017) por lo que la capacidad
digestiva amilolitica, lipolitica y proteolitica de las querimanas les permitiria
sostener el habito dietario detritivoro dentro de la laguna. En querimanas de M.
cephalus mantenidos en condiciones controladas de laboratorio, se demostré la

existencia de actividad de amilasa, maltasa, tripsina y APN en intestino, lo cual se
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asoci6 con la capacidad para alimentarse de microorganismos bentdnicos y micro-

macroalgas (Gisbert et al., 2016; Koven et al., 2019).

Se ha sefalado que conocer caracteristicas bioguimicas de la actividad de
enzimas digestivas presentes en el tracto digestivo de peces resulta fundamental
para poder establecer protocolos de determinacion especie-especificos (Solovyev
et al., 2023). En intestino de varias especies de peces mantenidas en condiciones
controladas de laboratorio, diferentes enzimas digestivas son activas dentro de un
amplio rango de pH y temperatura y exhiben cinética de Michaelis-Menten (del
Valle, Michiels et al., 2016; Gioda et al., 2017; Huo et al., 2019; Friedman y
Fernandez Gimenez, 2023). Este parece ser el caso también para las enzimas
digestivas detectadas en intestino de querimanas tardias de M. liza (amilasa,
maltasa, sacarasa, lipasa, tripsina y APN), las cuales exhibieron actividad dentro
de un amplio rango de pH y temperatura y cinética michaeliana. Enzimas digestivas
clave activas dentro de un amplio rango de pH permitirian el mantenimiento de la
capacidad digestiva de las querimanas frente a potenciales cambios en el pH
intestinal. En varias especies de peces el pH intestinal exhibe una variacion
estacional relacionada con la temperatura ambiental (Solovyev et al., 2018). Dentro
de la LCMCh, los picos de abundancia de querimanas de M. liza se registran en
estaciones frias (julio-agosto) y célidas (diciembre-enero) (Gonzalez-Castro et al.,
2009b; Castellini et al., 2019) lo que sugiere su flexibilidad térmica. El
mantenimiento de la actividad dentro de un amplio rango de temperaturas sugiere
la termotolerancia de enzimas digestivas en el intestino de las querimanas lo cual
permitiria sostener la capacidad digestiva para diferentes sustratos dietarios en
distintas condiciones de temperatura. Particularmente, enzimas digestivas activas

a altas temperaturas podrian mantener un suministro adecuado de metabolitos (ej.
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glucosa; acidos grasos; aminoacidos) para el crecimiento durante el verano cuando
la temperatura del agua aumenta notablemente debido a la poca profundidad de

las zonas internas de la LCMCh (Gonzalez-Castro et al., 2009a)

La mayor actividad especifica de amilasa, sacarasa, tripsina y APN en
guerimanas tardias de M. liza sugiere la existencia de ajustes digestivos especificos
a nivel bioquimico en relacion a la edad lo cual podria conducir a una capacidad
incrementada para la digestion de hidratos de carbono glucogénicos y proteinas.
En peces, similarmente a otros vertebrados, la digestion de los principales sustratos
glucogénicos por amilasa y disacaridasas unidas a membrana en intestino
constituye una de las fuentes principales de glucosa circulante (Bakker et al., 2011;
Polakof et al., 2011; 2012; Gominho-Rosa et al., 2015; Steimberg 2018; Small
2022). Este proceso es importante para mantener la homeostasis de la glucosa vy,
por ende, respaldar diferentes funciones claves y ajustes en respuesta a
variaciones en factores intrinsecos y extrinsecos (Polakof et al., 2011, 2012; La
Fleur et al., 2014; Chen et al., 2018). En vertebrados, la actividad de maltasa en
intestino puede ser sostenida por el complejo sacarasa-isomaltasa y/o por el
complejo maltasa-glucoamilasa (actividad de maltasa independiente de sacarasa)
localizados en la membrana en borde en cepillo (Bertucci et al., 2019; Chaudet et
al., 2019; Brun et al., 2020; Morelos-Castro et al., 2020; Tannous et al., 2023).
Contrariamente a la actividad de sacarasa, la actividad de maltasa fue similar en
guerimanas tempranas y tardias lo que sugiere que la actividad de maltasa en
intestino de querimanas de M. liza seria independiente del complejo sacarasa-
isomaltasa. Ademas, el aumento especifico en la actividad de sacarasa sugiere una
mayor capacidad para la digestion final de hidratos de carbono glucogénicos en

guerimanas tardias el cual podria ser sostenido por la modulacion diferencial de la
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actividad de esta disacaridasa. La mayor actividad de tripsina y de APN, enzimas
con un rol central en los pasos iniciales y finales de la digestion proteica sugiere la
mayor capacidad para la digestién de items proteicos en querimanas tardias. El
hecho de que la actividad de lipasa fue similar en el intestino de querimanas
tempranas y tardias sugiere que cambios en la digestion de lipidos dietarios no
seria un ajuste a nivel bioquimico en relacion a la edad. La modulacién diferencial
de la actividad de enzimas digestivas especificas sugiere que mecanismos
especificos de regulacion (ej, activacion de enzimas preexistentes; cambios cuali
y/o cuantitativos de enzimas digestivas, diferentes vias de sefializacion) podrian
estar involucrados en ajustes digestivos a nivel bioquimico en relacién a la edad de
las querimanas. ElI mayor coeficiente intestinal de querimanas tardias sugiere
también la existencia de ajustes digestivos a nivel morfolégico que podrian implicar
ajustes cuantitativos en enzimas digestivas de membranas y sistemas de transporte
de nutrientes y por ende conducir a una mayor capacidad digestiva/absortiva. Sin
embargo, debido a que faltan estudios sobre los mecanismos de regulacion de la
actividad y/o expresion de enzimas digestivas en prejuveniles de mugilidos, se
necesitan mas experimentos para establecer los posibles componentes

involucrados en la regulacion de enzimas digestivas especificas.

Los niveles y tipos de reservas de energia en diferentes sitios de reserva
permiten establecer el perfil metabdlico a nivel bioquimico de un individuo (del Valle
y L6épez Mafianes, 2012; Zhu et al., 2019; Zhao et al., 2021). El musculo parece ser
un sitio de almacenamiento de glucégeno en querimanas tempranas de M. liza en
el ambiente natural luego de su reclutamiento en la LCMCh. Si bien, las querimanas
tardias son capaces de almacenar glucégeno tanto en el higado como en el

musculo, la mayor concentracion de glucégeno (870%) en higado sefiala a este
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organo como el principal sitio de reserva. En prejuveniles de Liza ramada, el higado
es uno de los principales sitios de almacenamiento de glucégeno (Toutou y Farrag,
2023). Ademas, el mayor contenido de glucosa libre en el higado de querimanas
tardias con respecto al musculo soporta un rol principal del higado en el
mantenimiento de un suministro adecuado y sostenido de glucosa. En varias
especies de peces, se ha descrito que el higado es una fuente importante de
glucosa para otros tejidos (Enes et al., 2009; Polakoff et al., 2012; Nebo et al., 2018;
Small 2022). En peces, los lipidos se utilizan como fuente de energia para el
mantenimiento de varios procesos fisioldgicos, crecimiento, reproduccion,
migracion y movimiento (Tocher 2003; Sandre et al., 2017; Steimberg 2018; Small
2022). Luego de la ingesta de alimento, el exceso de acidos grasos se exporta del
higado como lipoproteinas y se almacenan como triglicéridos en sitios especificos
de reserva (Grosell et al., 2011; Ballantyne 2014). Debido a que las querimanas de
M. liza carecen de tejido adiposo desarrollado, otros érganos podrian desempefar
un rol como potenciales sitios de reserva de triglicéridos. Este parece ser el caso
del masculo en querimanas tempranas Yy tardias. Si bien las querimanas tardias
almacenan triglicéridos también en el higado, su mayor concentracion en musculo
sugiere que este érgano constituye el principal sitio de reserva. En varios peces, la
reserva en el musculo representa una alta proporcion de las reservas totales de
triglicéridos del organismo (Tocher 2003; Peng et al., 2015; Xie et al., 2017;

Albanesi et al., 2021).

Como en otros animales, la digestion de proteinas dietarias y la construccion
de reservas de proteinas en sitios de almacenamiento resultan esenciales para
asegurar una provision adecuada de aminoacidos para mantener el crecimiento y

funciones vitales (Rahman et al., 2017; Herring et al., 2021). En este contexto, la
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APN intestinal, al ser una proteina multifuncional, podria desempefiar otros roles
importantes para la construccion de reservas proteicas tales como la regulacion de
la absorcién de aminoacidos ademas de su participacion esencial en pasos finales
de la digestién de proteinas (Cui et al., 2019; Gurumallesh et al., 2019; Griego et
al., 2021). En el intestino de mamiferos, APN forma complejos con transportadores
de aminoacidos regulando asi su funcion (Fairweather et al., 2012; Qi et al., 2021;
Farhadi et al., 2022). La existencia de actividad de APN en intestino de querimanas
de M. liza sugiere su vinculo con la potencial construccion de proteinas en sitios de
reserva tales como higado o musculo. Los resultados del presente capitulo
muestran que en querimanas tempranas y tardias de M. liza de la LCMCh, el
musculo constituye un sitio de reserva de proteinas luego del reclutamiento.
Ademas, en querimanas tardias, el musculo seria el sitio principal ya que si bien el
higado parece ser un sitio de reserva proteica, la menor concentracion de proteinas
lo sefiala como un sitio probable de movilizacion y/o de distribucion de aminoéacidos.
En varias especies, el musculo constituye el principal sitio de reserva de proteinas
y el higado es un 6rgano metabdlico central de distribucion de metabolitos (Small

2022).
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Figura 1.9. Resumen de parametros digestivos y metabdlicos en
guerimanas tempranas y tardias de M. liza. AMY: amilasa, MAL: maltasa, SAC:
sacarasa, LIP: lipasa, TRI: tripsina, APN: aminopeptidasa-N, GLU: glucégeno, GL:
glucosa libre, TAG: triglicéridos, PROT: proteinas. 1 , | , =, N: indican aumento,
disminucién, sin cambios o no determinado respectivamente, con respecto al valor
correspondiente en querimanas tardias.

En resumen, los resultados del presente capitulo muestran que querimanas de
M. liza exhiben una bateria digestiva adecuada para la hidrdlisis completa de
diferentes sustratos dietarios lo que les permitiria sostener el habito alimenticio
detritivoro luego del reclutamiento y sugieren ademas la existencia de ajustes
digestivos a nivel bioquimico y morfolégico en relacion a la edad (Figura 1.9) que

podrian sustentar el crecimiento dentro de la LCMCh
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Capitulo 2:

Flexibilidad digestiva/metabdlica a diferentes tiempos luego
de la ingesta de alimento y re-alimentacién en querimanas de

Mugil liza
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Introduccion

Conocer caracteristicas digestivas/metabdlicas a diferentes niveles de un
individuo y los cambios en las mismas constituye un tema central en estudios de
fisiologia digestiva, nutricional y ecolégica (Ramirez-Otarola et al., 2018; Lopez
Mananes et al., 2020; Volkoff y Rgnnestad, 2020; Nespolo et al., 2022). La
flexibilidad fenotipica implica variaciones reversibles en caracteristicas fenotipicas
a diferentes niveles (por ej: bioquimico, morfolégico) en un individuo lo cual puede
aumentar la probabilidad de supervivencia bajo diferentes condiciones (Piersmany
Drent, 2003; Kelly 2012; Pollock et al., 2019; Noakes y McKechnie, 2020). En este
contexto, la flexibilidad digestiva/metabdlica puede implicar ajustes en la
adquisicién, almacenamiento y/o utilizacibn de energia que permiten la
supervivencia y el mantenimiento de los animales, particularmente en ambientes
heterogéneos (Karasov y Douglas 2013; Karasov y Caviedes-Vidal, 2021; Olson et

al., 2020; Zhong et al., 2023).

En varias especies animales, la modulacion diferencial de la actividad de
enzimas digestivas y de la concentracion de reservas de energia constituye un
ajuste a nivel bioguimico que les permite hacer frente a fluctuaciones temporales
en las condiciones de alimentacion (del Valle y Lépez Mafnanes, 2008; Li et al.,
2008; Karasov et al., 2011; Lopez Mafnanes et al., 2020; Yang et al., 2019; Lallés
2020). La determinacion de la actividad de enzimas digestivas y de la concentracion
de reservas de energia a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento permite
establecer la dinamica temporal postprandial de componentes clave del
metabolismo de hidratos de carbono, lipidos y proteinas durante periodos variables

de privacion de alimento (Furné et al., 2008; Abolfathi et al., 2012; Caruso et al.,
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2014; Pujante et al., 2018; Michiels et al., 2020; Albanesi et al., 2024). Por otro lado,
la determinacion de parametros morfolégicos como el peso total, coeficiente
intestinal e indice hepatosomatico, permite establecer el posible impacto sobre la
condicion fisica y la existencia de ajustes digestivos a nivel morfoldgico (Kalhoro et
al., 2018; Albanesi et al.,, 2021). Varios animales pueden enfrentar periodos
variables de privacion de alimento debido a factores ambientales o patrones de
comportamiento que limitan la disponibilidad o el acceso al alimento (Secor y Carey,
2016; Ersminger et al., 2021). El ayuno representa una situacion extrema de
privacion de alimento que muchos animales pueden enfrentar en el ambiente
natural (Zaldiay Naya, 2014; Secor y Carey, 2016; Yang et al., 2019). Sin embargo,
los estudios para evaluar la dindmica temporal de cambios digestivos/metabdlicos
a nivel bioquimico involucrados en la transicién al ayuno en peces son escasos y

fragmentarios (Yang et al., 2019; Albanesi et al., 2024).

Los peces requieren distintas fuentes de energia para mantener su condicion
fisica y llevar a cabo procesos vitales tales como crecimiento, metabolismo y
reproduccion (Karasov y Douglas, 2013; Steimberg 2018; Gilannejad et al., 2020;
Small 2022). La privacion extrema de alimento puede generar efectos negativos en
el metabolismo vy la fisiologia de peces, inclusive el deceso del individuo (Shan et
al., 2008; Choi et al., 2012; Yang et al., 2019). Para sobrevivir al ayuno, varias
especies de peces carnivoros movilizan diferencialmente reservas de energia para
enfrentar el déficit energético y de esta manera poder mantener los procesos vitales
(Salem et al., 2007; Furné et al., 2012; Yang et al.,, 2019). La determinacion
concomitante de la actividad de enzimas digestivas, concentracién de reservas de
energia y parametros morfolégicos a diferentes tiempos luego de la ingesta de

alimento permite establecer la transicion al ayuno y evaluar los posibles ajustes
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digestivos/metabdlicos a diferentes niveles. Ademds, realizar estas
determinaciones luego de un periodo de re-alimentacion permite evaluar la
capacidad del animal para revertir los ajustes digestivos/ metabdlicos ocurridos
durante el periodo de privacién de alimento (Tamadoni et al., 2020; Zaefarian et al.,

2020).

Los estuarios o lagunas costeras son ambientes extremadamente desafiantes
en los cuales factores bioticos y abioticos pueden variar abruptamente tanto
espacial como temporalmente (Potter et al., 2010; Ducrotoy et al., 2019; Kennish
2019). Como se describid en el capitulo 1 de la presente tesis, las querimanas de
M. liza de la LCMCh exhiben una bateria digestiva adecuada para la hidrolisis
completa de diferentes sustratos dietarios que les permitiria sostener el habito
alimenticio detritivoro luego del reclutamiento. Sin embargo, las condiciones
heterogéneas que deben enfrentar las querimanas luego de su reclutamiento a los
sistemas estuariales (ej. LCMCh) pueden conducir a periodos de restriccion de
alimento. En muchos peces, la privacion de alimento a corto plazo es una estrategia
importante para ajustar el metabolismo y hacer frente a multiples estresores (Lu et

al., 2019; Ensminger et al., 2021).

En este capitulo se describen estudios de determinacion de la actividad de
enzimas digestivas (amilasa, maltasa, sacarasa, lipasa, tripsina y APN) en el
intestino, concentracion de sustratos de energia (glucégeno, glucosa libre,
triglicéridos y proteinas) en 6rganos de almacenamiento de energia y parametros
morfolégicos y de condicion fisica (peso total, coeficiente intestinal e indice

hepatosomético) a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en
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guerimanas tardias de M. liza para evaluar la existencia de ajustes digestivos y

metabdlicos en respuesta a la privacion de alimento y a la re-alimentacion.

Materiales y Métodos

Captura y mantenimiento de querimanas

Querimanas tardias (prejuveniles) fueron capturados luego de su reclutamiento
en la Zona Il (ver mapa en Introduccion General de la presente tesis) de la LCMCh
(Gonzélez Castro et al., 2009a). Para la captura de los individuos se procedié como
se describio en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo 1 de la presente tesis.
La temperatura y la salinidad del agua al momento de la captura (agosto de 2019)
fueron 13°C y 18 ups, respectivamente. Las querimanas fueron transportadas al

laboratorio en agua del sitio de recoleccion.

Los individuos fueron mantenidos durante 10 dias en acuarios en condiciones
controladas de salinidad (18 ups) y temperatura (20°C) bajo fotoperiodo natural. El
agua de los acuarios fue constantemente aireada y filtrada (Albanesi et al., 2024).
Las querimanas se alimentaron ad libitum dos veces al dia con alimento comercial
para peces (alimento TetraMin, hojuelas. Composicion: Pescados y subproductos
de pescado, Cereales, Levaduras, Extractos de proteinas vegetales, Moluscos y
crustaceos, Aceites y grasas, Azucares (Oligofructosa 1%), Algas, Sustancias

minerales)

Para la determinacion de los correspondientes parametros a diferentes tiempos
luego de la ingesta de alimento y de la re-alimentacién, los individuos (n=7 para

cada tiempo) fueron crioanestesiados inmediatamente (t=0) y a diferentes tiempos
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(24, 72, 144 y 240h) luego de la ingesta de alimento y a las 72 h luego de la re-

alimentacion. Durante el periodo experimental no hubo mortalidad.

Determinacion de parametros morfoldgicos y obtencidon de muestras

La determinacion de parametros morfolégicos y la obtenciéon de muestras se
realizaron segun lo descrito en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo 1 de

la presente tesis.

Este estudio se realizé siguiendo protocolo aprobado por el Comité de Etica
(CICUAL) de la facultad de Ciencias Exactas y Naturales (RD 2022-105

FCEyN,UNMdP, Argentina).

Determinaciones cuantitativas

Las actividades de amilasa, maltasa, sacarasa, lipasa, tripsina y APN en
intestino se determinaron en las condiciones adecuadas de ensayo para cada

actividad de acuerdo a lo que se describio en el Capitulo 1 de la presente tesis.

La determinacion de la concentracion de glucogeno, glucosa libre, triglicéridos
y proteinas se realizd como se describié en la seccion Materiales y Métodos del

Capitulo 1 de la presente tesis.
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Anédlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el programa Sigma 3.0 para
Windows, el cual realiza automéaticamente pruebas previas de igualdad de
varianzas y normalidad. Se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) de una via para
estimar la significancia estadistica de las diferencias, y se consider6 un valor de p
< 0,05 como significativo. Se realizaron pruebas a posteriori de ANOVA (Bonferroni)

para identificar las diferencias.

Resultados

Parametros morfoldégicos de querimanas de M. liza a diferentes tiempos luego

de la ingesta de alimento y después de la realimentaciéon

El peso total fue similar a las 24 y 72 h luego de la ingesta de alimento (Tabla
1). A las 144 h el peso total disminuy6 (aproximadamente 35 %) y se mantuvo
constante hasta las 240 h. Luego de la re-alimentacion, el peso corporal aumenté

alcanzando valores similares a los de t=0 (recién alimentados) (Tabla 2.1).

El coeficiente intestinal disminuy6 a 144 h (aproximadamente 23 %) después
de la ingesta de alimento y se mantuvo constante hasta 240 h. Luego de la re-
alimentacion, ocurrié un incremento del coeficiente intestinal alcanzando valores
similares a los de t=0 (Tabla 2.1). Durante el periodo experimental no se

encontraron diferencias en el indice hepatosomético (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1 Peso total (PT), coeficiente intestinal (Cl) e indice
hepatosomaético (IHS) de querimanas de M. liza a diferentes tiempos luego de
la ingesta de alimento y después de la re-alimentacion (Re-alim).*Indica
diferencias significativas con respecto al correspondiente valor a t=0 (One-Way
ANOVA; p <0,05). Los datos son la media £ SD. para 7 individuos.

PT (g) Cl (%) IHS (%)
t=0 h 1.97 +0.34 3.13 + 0.09 1.81 + 0.65
t=24 h 2.08 + 0.55 3.04 + 0.33 1.90 + 0.49
t=72 h 1.59 +0.33 2.55 + 0.30 1.87 + 0.64
t=144 h 1.41 + 0.22 2.39 + 0.52* 1.50 + 0.31
t=240 h 1.20 + 0.29* 2.24 + 0.20* 1.36 + 0.31
Re-alim 1.51+0.28 2.93 +0.28 2.03 +0.51

Actividad de enzimas digestivas en intestino de guerimanas a diferentes

tiempos lueqgo de la ingesta de alimento vy después de la realimentacion

Las actividades de amilasa y maltasa a las 24 hs luego de la ingesta de alimento
fueron similares a t=0. Ambas actividades disminuyeron a las 72 h (45 % y 35 %,
respectivamente) y se mantuvieron constantes hasta las 240 hs. Luego de la re-
alimentacion, las actividades de amilasa y maltasa aumentaron a niveles similares
at=0 (Figura 2.1 a- 2.1 b). La actividad de sacarasa disminuy6 a las 24 h luego de
la ingesta de alimento respecto a t=0 (alrededor del 40%). Esta actividad
permanecio constante a las 72 y 240 hs. Luego de la realimentacion, la actividad

de sacarasa aumento a niveles similares a t=0 (Figura 2.1 c).

56



Tesis doctoral: Lic. Camila Albanesi

b a
(2]
S 10000
g
<3
© 8000
S s *
©c O
O £ 60007
o X
O
2 '= 40007
8 E
T X
20004
T8
s 2
‘3 O T T T T T
<< 024 72 140 240 72
Priv-alim Re- alim
Tiempo (hs)
© b
0 —~ C
S < 800 £ L 1501
35 g2
= 5 3 =%
2 5 6001 0 2 *
s E ° = 100+
2 3 2
‘S £ 4001 5 £
2 E g E
$ = 8 x 504
3 4 2004 - 8
Q@ Z o
T 9 - ©
s E S €
3 2 0 T T T t T = 3 0 T T T t T
< 024 72 144 240 72 &) 024 72 144 240 72
Priv-alim Re- alim Priv-alim Re- alim
Tiempo (hs) Tiempo (hs)

Figura 2.1 Actividades especificas de amilasa (a), maltasa (b) y sacarasa
(c) en el intestino de querimanas de M. liza a diferentes tiempos luego de la
ingesta de alimento y después de la re-alimentacion (Re-alim). La linea de
puntos vertical indica el momento de la re-alimentacion.*Indica diferencias
significativas con respecto al correspondiente valor a t=0 (One-Way ANOVA; p
<0,05). Los datos son la media + SD. para 7 individuos.

La actividad de lipasa disminuy6 a las 24 h luego de la privacién de alimento
(alrededor de 70 %) y permanecié constante hasta las 240 h. Luego de la re-
alimentacion, la actividad mantuvo valores menores a t=0 (alrededor de 65%)

(Figura 2.2 a).
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Figura 2.2 Actividad especifica de lipasa en el intestino de querimanas de
M. liza a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento y después de la
re-alimentacion (Re-alim). La linea de puntos vertical indica el momento de la re-
alimentacion. *Indica diferencias significativas con respecto al correspondiente
valor a t=0 (One-Way ANOVA; p <0,05). Los datos son la media = SD. para 7
individuos.

Las actividades de tripsina y APN fueron similares a t=0 durante todo el periodo

experimental (Figura 2.3.a - 2.3.b).
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Figura 2.3 Actividades especificas de tripsina (a) y APN (b) en el intestino
de querimanas de M. liza a diferentes tiempos luego de laingesta de alimento
y después de la re-alimentacion (Re-alim). La linea de puntos vertical indica el
momento de la re-alimentacion. *Indica diferencias significativas con respecto al
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correspondiente valor a t=0 (One-Way ANOVA; p <0,05). Los datos son la media £
SD. para 7 individuos.

Reservas de energia en querimanas a diferentes tiempos luego de la ingesta

de alimento y después de la re-alimentacion

Las concentraciones de glucégeno y glucosa libre en el higado disminuyeron a
las 72 h luego de la ingesta de alimento (alrededor de 90 % y 92 %,
respectivamente) y se mantuvieron constantes a las 144-240 h. Luego de la re-
alimentacion, la concentraciéon de glucégeno y la glucosa libre aumentaron a

valores similares a t=0 (Figura 2.4 a- 2.4 b).

En el muasculo, la concentracion de glucégeno aumentd a las 72-144 h
(alrededor de 170 %), y la concentracion de glucosa libre aumenté a las 144 h
(alrededor de 165%). A las 240 hs luego de la ingesta de alimento, las
concentraciones de glucdégeno y glucosa libre disminuyeron a valores similares a
t=0. Luego de la re-alimentacidn, las concentraciones de glucogeno y glucosa libre

se mantuvieron a niveles similares a t=0 (Figura 2.4 c- 2.4 d).
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Figura 2.4 Concentracion de glucogeno y glucosa libre en higado (a,b) y
musculo (c,d) de querimanas de M. liza a diferentes tiempos luego de la
ingesta de alimento y después de la re-alimentacion (Re-alim). La linea de
puntos vertical indica el momento de la re-alimentacion. *Indica diferencias
significativas con respecto al correspondiente valor a t=0 (One-Way ANOVA; p
<0,05). Los datos son la media + SD. para 7 individuos.

La concentracion de triglicéridos en el higado fue similar a t=0 durante todo el
periodo experimental (Figura 2.5 a). En el musculo, la concentracién de triglicéridos
disminuyo a las 24 h luego de ingesta de alimento (alrededor de 50%) y se mantuvo

constante hasta las 240h. Luego de la re-alimentacion, la concentracién de

60



Tesis doctoral: Lic. Camila Albanesi

triglicéridos fue menor que la concentracién a t=0 (alrededor del 50%) (Figura 2.5

C).

La concentracion de proteinas en higado y musculo fue similar a t=0 durante

todo el periodo experimental (Figura 2.5 b- 2.5 d).
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Figura 2.5 Concentraciéon de triglicéridos y proteinas en higado (a,b) y
musculo (c,d) de querimanas de M. liza a diferentes tiempos luego de la
ingesta de alimento y después de la re-alimentacion (Re-alim). La linea de
puntos vertical indica el momento de la re-alimentacion. *Indica diferencias
significativas con respecto al correspondiente valor a t=0 (One-Way ANOVA; p
<0,05). Los datos son la media + SD. para 7 individuos.
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Discusioén

La determinacién de enzimas digestivas en el tracto digestivo a diferentes
tiempos luego de la ingesta de alimento permite establecer la dinamica temporal
postprandial a nivel bioquimico. En general, una disminucién de la actividad de
enzimas digestivas es un indice del pasaje de procesos digestivos a la privacién de
alimento (Krogdahl y Bakke-McKellep, 2005; Wang et al., 2006; Secor y Carey,
2016). Cambios en la actividad de enzimas digestivas especificas pueden conducir
a variaciones en la capacidad digestiva del individuo para el sustrato dietario
correspondiente (Karasov y Douglas, 2013; Bonelli et al., 2020). Este enfoque se
utiliza cominmente para establecer las rutas metabdlicas (hidratos de carbono,
lipidos, proteinas) implicadas en posibles ajustes en respuesta a la privacién de
alimento (Karasov y Douglas, 2013; Sanz et al., 2015; Pujante et al., 2016; Karasov
y Caviedes-Vidal, 2021). Sin embargo, la mayoria de los estudios en peces se han
centrado en especies herbivoras, carnivoras y omnivoras (German et al., 2010;
Yang et al., 2019; Shen et al., 2021, Day et al., 2014; Yang et al., 2019; Favero et

al., 2020; Zhou et al., 2021).

Los resultados del presente capitulo sugieren la existencia de flexibilidad
digestiva/metabdlica a nivel bioquimico y morfolégico en querimanas tardias de M.
liza de la LCMCh en relacion a la privacion de alimento y re-alimentacion. La menor
actividad de amilasa a las 72 h luego de la ingesta de alimento sugiere una potencial
disminucién de la capacidad amilolitica y, por lo tanto, para pasos iniciales de la
digestion de carbohidratos glucogénicos. En peces omnivoros y carnivoros, ocurre
una disminucion de la actividad de amilasa en el tracto digestivo luego de la

privacion de alimento (Furne et al., 2008; Abolfathi et al., 2012; Caruso et al., 2014;
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Albanesi et al., 2024). En vertebrados, las enzimas digestivas de membrana tales
como las disacaridasas sacarasa y maltasa constituyen un componente principal
en la digestién final de sustratos glucogénicos. Sin embargo, en peces, la
informacion sobre la modulacion de disacaridasas en respuesta a diferentes
periodos de privacion de alimento es escasa y/o fragmentaria (Small 2022; Albanesi
et al., 2024). La disminucion de las actividades de sacarasa y maltasa en intestino
de querimanas de M. liza sugieren también una menor capacidad para llevar a cabo
pasos finales en la digestion de hidratos de carbono frente a la privacion de
alimento. En peces carnivoros tales como el salmén Salmo salar y juveniles del
lenguado Paralichthys orbignyanus ocurre una disminucion de la actividad de
disacaridasas intestinales tras la privacion de alimento (Krogdahl y Bakke-
McKellep, 2005; Albanesi et al., 2024). Las actividades de sacarasa y maltasa en
intestino de querimanas de M. liza (ver Capitulo 1 de la presente tesis)
corresponderian al complejo sacarasa-isomaltasa y maltasa-glucoamilasa
independiente de sacarasa, respectivamente (Burke 2019; Karasov y Caviedes
Vidal, 2021) La disminucién temporal diferencial de las actividades de sacarasa y
maltasa (a las 24 y 72 hs, respectivamente) sugiere la regulacién independiente de
estos complejos. En varias especies de peces, cambios en la longitud intestinal
pueden influir en la capacidad para la digestion y absorcién de nutrientes (Krogdahl
y Bakke-McKellep, 2005; Vidal et al., 2019; Small 2022). EI menor coeficiente
intestinal en querimanas de M. liza a las 144 h luego de la ingesta de alimento
sugiere la existencia de ajustes digestivos a nivel morfoldgico que podrian conducir
a cambios en los niveles y/o actividad de enzimas digestivas, particularmente las
unidas a membrana. Sin embargo, el hecho que la disminucion de las actividades

de sacarasa y maltasa en intestino de querimanas de M. liza precedi6 a la del
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coeficiente intestinal (144 h), sugiere que la modulacién de estas enzimas seria
independiente de cambios a nivel morfologico. La disminucién a las 24 h de la
actividad de lipasa en intestino indica también ajustes en componentes clave del
metabolismo lipidico que podrian conducir a una menor capacidad lipolitica frente
a la privaciéon de alimento. La disminucion en la actividad de lipasa previamente a
la de amilasa es diferente a lo observado en especies de peces carnivoros como el
esturion Acipenser naccarii, la trucha Oncorhynchus mykiss y el gobio jabali
Synechogobius en los que la disminucién de la actividad de amilasa precedio6 a la
de la actividad de lipasa (Furné et al., 2008; Zhou et al., 2021). El hecho que no se
produjeron cambios a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en la
actividad de proteasas clave, como tripsina y APN en intestino de querimanas de
M. liza, contrariamente a lo observado para las actividades de amilasa, sacarasa,
maltasa y lipasa, sugiere la modulacion especifica de componentes de las rutas de
digestiébn de hidratos de carbono y lipidos. Las respuestas diferenciales de la
actividad de diferentes enzimas digestivas sugieren, ademas, la existencia de
dinAmicas temporales y mecanismos de regulacion especificos. En peces
carnivoros ocurre una disminucion diferencial de la actividad de carbohidrasas y
lipasas en respuesta a la restriccion alimentaria aunque el tiempo y el grado de
disminucién es especifico para cada especie (Imani e Iranparast, 2010; Abolfathi et

al., 2012; Caruso et al., 2014; Hahor et al., 2023; Albanesi et al., 2024).

La disminucion del peso total de las querimanas de M. liza a las 144h sefiala
gue este tiempo de privacion de alimento comprometié la condicién fisica. La
disminucién de la actividad de carbohidrasas y de lipasas en el intestino podria
conducir a una disponibilidad limitada de metabolitos especificos para la

construccion y el mantenimiento de reservas de energia en O6rganos de
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almacenamiento. Para sobrevivir al ayuno a corto plazo, varias especies de peces
carnivoros, omnivoros y herbivoros movilizan reservas de energia para afrontar el
déficit energético y mantener procesos vitales (Salem et al., 2007; Furné et al.,
2012; Zaldua y Naya, 2014; Yang et al., 2019). En higado de varias especies de
peces ocurre la regulacion a diferentes niveles (expresion, cantidad y/o actividad)
de varias enzimas involucradas en la sintesis/degradacion de glucégeno y en vias
gluconeogénicas en respuesta a la privacion de alimento (Chen et al., 2017; Conde-
Sieira y Soegas, 2017; Yang et al., 2019). En varias especies, durante las primeras
etapas del ayuno, se moviliza inicialmente el glucégeno hepatico para mantener la
homeostasis de glucosa, siendo el primer sustrato utilizado como fuente de energia
(Chen et al., 2018; Nebo et al., 2018; Lu et al., 2019). Este parece ser también el
caso para las querimanas de M. liza. La disminucion de la concentracion de
glucégeno y glucosa libre en el higado a las 72 hs luego de la ingesta de alimento
sugiere su modulacion (mayor degradacién/movilizacion y/o disminucion de la
sintesis). Esta podria ser un ajuste metabdlico a nivel bioquimico en querimanas de
M. liza para hacer frente a la menor disponibilidad de sustratos glucogénicos. El
hecho de que el indice hepatosomatico no vario por la privacion de alimento soporta
aun mas la idea de ajustes a nivel bioquimico en higado. Por otro lado, en varios
peces carnivoros, herbivoros y omnivoros, el higado es una fuente principal de
suministro de metabolitos (por ejemplo, glucosa) para otros 6rganos como el
musculo. El flujo neto de glucosa puede modificarse por las vias de producciéon y
utilizacién en el higado (Enes et al., 2009; Polakof et al., 2012; Nebo et al., 2018).
El aumento de la concentracion de glucégeno en musculo a las 72- 144 h y de
glucosa libre a las 144 h, concomitante a la disminucién de esta reserva en higado

sustenta que también en querimanas de M. liza este 6rgano podria constituir una
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fuente de glucosa para ser utilizada en muasculo primariamente en procesos
anabdlicos. Sin embargo, la posterior disminucion a las 240 h de la concentracién
de glucdgeno y de glucosa libre en el musculo sugiere la activacion de procesos
catabdlicos y la posible utilizacion local de glucosa en fases posteriores. En peces
teledsteos, el musculo esquelético es un sitio principal de entrada de glucosa a
través de un transportador de membrana del tipo GLUTA4. La actividad y la cantidad
de este transportador en la membrana parecen estar sujetas a procesos de
regulacion (Marin-Juez et al., 2013; Yang et al., 2021). La menor concentracion de
triglicéridos a las 24 hs luego de la ingesta de alimento sugiere que en querimanas
de M. liza el masculo, contrariamente al higado, constituiria un sitio de movilizacion
de reservas lipidicas para soportar la potencial disminucion en la disponibilidad de
metabolitos. Esto podria ser particularmente importante para proporcionar energia

para procesos fisioldgicos clave como el movimiento (Morse 2019).

En peces carnivoros y herbivoros, la recuperacion de la actividad de enzimas
digestivas en el intestino después de la re-alimentacion parece ser diferencial para
enzimas especificas y depende de la especie y el habito alimentario (Furne et al.,
2008; Caruso et al., 2014; Day 2014; Babaei et al., 2020; Dar et al., 2021). Sin
embargo, para nuestro conocimiento no hay estudios sobre las respuestas de
privacion de alimento y re-alimentacion a nivel bioquimico en peces detritivoros
estuarino-dependientes. EI aumento del peso total de querimanas de M. liza
después de 72 hs de re-alimentacion sugiere la existencia de ajustes subyacentes
gue conducen a la recuperacion de la condicion fisica. El aumento de la actividad
de amilasa, maltasa y sacarasa en el intestino a valores similares a los de t=0
sefala la existencia de una modulacion reversible de estas enzimas después de la

re-alimentacion. En peces carnivoros, omnivoros y herbivoros se ha demostrado
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una recuperacion de la actividad de carbohidrasas luego de la realimentacién (Day
etal., 2014). El aumento concomitante del coeficiente intestinal sugiere la existencia
de ajustes integrados reversibles a diferentes niveles (por ejemplo, morfolégico,
bioquimico) en querimanas de M. liza. ElI proceso de ayuno y posterior re-
alimentacion, en varios animales, puede desencadenar un conjunto coordinado de
respuestas en multiples niveles (desde el molecular hasta el morfolégico), con
variaciones que van desde respuestas sencillas hasta significativamente complejas

(Secor 2005; Secor y Lignot, 2010; Day et al., 2014; Lo Cascio et al., 2017).

Los mecanismos de regulacion (es decir, mensajeros quimicos primarios)
involucrados en la modulacion de la actividad y/o secrecion de enzimas digestivas
en peces han sido escasamente investigados y estan muy lejos de haber sido
dilucidados (Small 2022), particularmente en peces detritivoros estuarino-
dependientes (Capitulo 5 de la presente tesis). En el intestino de Carassius auratus
y Odontesthes bonariensis, la grelinay la nesfatina (mensajeros quimicos primarios
gue regulan la ingesta de alimento) modulan in vitro la expresién de sacarasa-
isomaltasa (Blanco et al., 2017; Bertucci et al., 2018). Sin embargo se necesita mas
trabajo experimental para establecer si estos mecanismos estan involucrados en la
regulacion positiva de la actividad de disacaridasas después de la re-alimentacion
en querimanas de M. liza. La recuperacion de la potencial capacidad digestiva para
sustratos glucogénicos debido al aumento de la actividad de carbohidrasas en
intestino podria permitir la reconstruccion de las reservas de glucégeno y del
contenido de glucosa libre en el higado después de la re-alimentacién. Dado que la
actividad de lipasa en el intestino y la concentracion de triglicéridos en el masculo
no se recuperaron, la regulacion de componentes clave de la homeostasis de la

glucosa parece ser suficiente para recuperar la condicion fisica. La degradacion de
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proteinas enzimaticas, mecanicas y estructurales puede provocar el deterioro y/o
disminucién de tejidos y érganos criticos, y, por ende, graves desequilibrios
homeostéaticos que eventualmente podrian conducir a la muerte (Secor y Carey,
2016). Sin embargo, este no parece ser el caso de las querimanas de M. liza. El
mantenimiento de la actividad de proteasas clave en el intestino y de la
concentracion de proteinas en el higado y el musculo podria ser un factor

importante que permitiria la supervivencia en respuesta a una privacion de alimento

de hasta 240h.

a b
Respuesta a diferentes tiempos después de la alimentacion 72hs luego de la re-alimentacion
HIGADD MUSCULD
t2d; GLU = GL=; TAG = ; PROT = ; IH5= t24; GlY = ;GLU= ;TAGR :PROT =
t72 GLU B GLE; TAG - PROT -5 IHS- | | g7z oiy T 6LU = [TAGE ; FAOT :'?mg e s TG - PROT = - IHS Tum.'"c',u ol PROT
t149: GLU B GLA  TAG = | PROT=; HS= || r1a0: 6Ly 4 : GLU § :TAGS : PROT = B = il T PROT = HS - AL =3 BL - TA 5 PRUT=
t2a0: GLU B GL  TAG = PROT =, 5= || 1240 6Ly = 6Ll = T4G4 - PROT =

PESO TOTAL | | INTESTING PESO TOTAL= || INTESTING
tad - £24: AMY =} MAL= | SAC JJ; UP [ TRI=; APN=;CI= AMY =i MAL =; SAC - UP i TRI - ; APN-; OI-
172= £72: AMYJ  MALJ SAC LR L TRI=; APN =] O=
rea B EIASAMYL ; MALY ; SAC 4 LIPG TRI-; APN - CI §
1290 B t240:A0FE ; MALD ; SACE; LIPR; TRI=; AFN=; C1 4 = sirnflar a 1=0
B disminuye respacto a t=0
i aumenta respecto a t=0

Figura 2.6 Resumen de parametros morfolégicos, digestivos vy
metabodlicos en diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento (@) y
después de la realimentacién (b) en querimanas de M. liza . Cl: coeficiente
intestinal; IHS: indice hepatosomético; AMY: amilasa; MAL: maltasa; SAC:
sacarasa; LIP: lipasa; TRI: tripsina; APN: aminopeptidasa-N; GLU: glucégeno; GL:
glucosa libre; TAG: triglicéridos; PROT: proteinas. 1,], = indican aumento,

disminucién y sin cambios, respectivamente, con respecto al correspondiente valor
at=0
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En resumen, los resultados del presente capitulo muestran una modulacién
diferencial y especifica de componentes clave del metabolismo de hidratos de
carbono y lipidos (Figura 2.6). Esto sugiere la existencia de flexibilidad
digestiva/metabdlica en querimanas de M. liza lo cual les permitiria enfrentar

periodos de alimentacién irregular dentro de la LCMCh luego del reclutamiento.
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Capitulo 3:

Flexibilidad fenotipica en respuesta a un cambio abrupto

de salinidad en querimanas de Mugil liza
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Introduccion

Los peces eurihalinos (<10% de los teledsteos) presentan adaptaciones a
distintos niveles que les permiten soportar un amplio rango de salinidad ambiental
(desde 0,5 psu a 40 psu) (Schubert et al., 2017; Li et al., 2022; Seales y Breves,
2022). La flexibilidad fenotipica a diferentes niveles puede aumentar las
posibilidades de supervivencia para enfrentar cambios en la salinidad ambiental
(Piersman y Drent, 2003; Kelly 2012; Pollock et al., 2019; Noakes y McKechnie,
2020; Seale y Breves, 2022). En alta salinidad, los peces hipo-reguladores son
capaces de mantener la concentracién osmotica del medio interno por debajo de la
del medio externo principalmente mediante la secrecién activa de Na* y Cl- hacia el
agua a través de las branquias (Griffith 2017; Kato et al., 2022; Su et al., 2022; Little
et al.,, 2023). En baja salinidad, los peces hiper-reguladores mantienen la
concentracion osmotica del medio interno por encima de la del medio externo
contrarrestando la pérdida de iones principalmente mediante la toma activa de Na*
y CI desde el ambiente acuatico a través de las branquias (Griffith 2017; Kato et
al., 2022; Su et al., 2022). Los estuarios y lagunas costeras constituyen ambientes
fluctuantes en los cuales la salinidad puede variar abruptamente tanto espacial
como temporalmente (Potter et al., 2010; Ducrotoy et al., 2019; Kennish, 2019). La
amplitud y el tipo de variaciébn en la salinidad ambiental (alta/baja salinidad)
imponen desafios osmoticos diferenciales que podrian implicar cambios en la
respuestas osmoregulatorias (hipo/hiper-regulacién). En este contexto, la
flexibilidad en las respuestas osmo-regulatorias es esencial para la supervivencia,
ocupacion exitosa y uso del habitat estuarial o de lagunas costeras para peces

marinos estuarinos-dependientes.
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El mantenimiento y activacion de los mecanismos moleculares y bioquimicos
involucrados en las respuestas hipo- e hiper-osmorregulatorias (ej. diferentes
sistemas de transporte de iones en las branquias e intestino) son procesos de alta
demanda energética que pueden requerir una reorganizacion metabdlica diferencial
(Handeland et al., 1998; Lisboa et al., 2015; Soengas et al., 2019; Ruiz-Jarabo et
al., 2019). En distintas especies de animales osmoreguladores, la modulacion
diferencial de enzimas digestivas y de reservas de energia constituye un
mecanismo de ajuste a nivel bioquimico frente a cambios en la salinidad ambiental
(Michiels et al., 2017; 2020; Lopez Mafanes et al., 2020; Xiong et al., 2020;
Mozanzadeh et al., 2021). En peces eurihalinos, la relacion entre las funciones de
digestion/absorcién de nutrientes y de osmorregulacion del intestino es compleja.
Los procesos de absorcion de nutrientes y la funcion osmorregulatoria parecen
estar relacionados ya que ambas funciones pueden involucrar enzimas y sistemas
de transporte de membrana en comun (Wood y Bucking, 2011; Con et al., 2017).
Sin embargo, faltan estudios integrales sobre posibles ajustes en la actividad de
enzimas digestivas en intestino y de la concentracion de reservas de energia en
organos de reserva en diferentes condiciones de salinidad ambiental en peces

marinos estuarino-dependientes.

Las querimanas tempranas de M. liza de la LCMCh deben enfrentar cambios
amplios y/o abruptos de salinidad ambiental durante y luego de su reclutamiento
(Gonzélez-Castro et al., 2009b; Gonzéalez-Castro y Minos, 2016) lo cual sugiere su
flexibilidad osmorregulatoria. Sin embargo, se desconocen aun las respuestas
osmorregulatorias en querimanas de M. liza. Mas aun, faltan estudios sobre la

posible modulacién de la actividad de enzimas digestivas claves y de reservas de
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energia en respuesta a diferentes condiciones de salinidad que impliquen distintas

respuestas osmorregulatorias (hipo/hiper-regulacion).

En este capitulo se caracteriza la respuesta osmorregulatoria, la actividad de
enzimas digestivas (amilasa, sacarasa, lipasay APN en el intestino), concentracion
de reservas de energia (glucégeno, glucosa libre, triglicéridos y proteinas) en
organos de almacenamiento y parametros morfologicos y de condicion fisica (peso
total, coeficiente intestinal e indice hepatosomatico) antes y luego de un cambio de

alta a baja salinidad en querimanas tempranas de M. liza.

Materiales y métodos

Captura y mantenimiento de querimanas

Querimana tempranas (prejuveniles) fueron capturadas luego de su
reclutamiento en la Zona Il (ver mapa en Introduccion General de la presente tesis)
de la LCMCh (Gonzalez Castro et al., 2009b). Para la captura de los individuos se
procedié como se describié en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo 1 de la
presente tesis. La salinidad y temperatura del agua registradas al momento de la
captura (marzo de 2022) fueron 31 ups y 18°C, respectivamente. Los individuos
fueron mantenidos en acuarios en condiciones controladas de salinidad (31 ups) y
temperatura (20°C) bajo fotoperiodo natural durante 20 dias. El agua de los
acuarios fue constantemente aireada y filtrada (Albanesi et al., 2024). Las
guerimanas se alimentaron ad libitum dos veces al dia con alimento comercial
(alimento TetraMin, hojuelas). Para estudiar el efecto de un cambio abrupto de

salinidad, individuos mantenidos en 31 ups fueron abruptamente transferidos a 25
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0 10 ups. Antes de la transferencia (t=0) y a los 10 y 25 dias luego de la
correspondiente transferencia, los individuos fueron crioanestesiados (n=6 para
cada tiempo) para realizar las correspondientes determinaciones como se describe
mas abajo. Un grupo de individuos fueron mantenidos en 31 ups (individuos no
transferidos). En los individuos no transferidos no se produjeron cambios respecto

a t=0 en ninguno de los parametros estudiados durante el periodo experimental.

No hubo diferencias en el comportamiento de alimentacion ni mortalidad

durante todo el periodo experimental.

Osmolalidad de la sangre v del medio externo

Las muestras de sangre se tomaron de acuerdo a lo descrito por Babaei et al.,
2013. Las querimanas (n=6 para cada salinidad) fueron anestesiadas y se les
amputo la aleta caudal utilizando tijeras finas. Cada pez se introdujo, con la herida
hacia abajo, en un tubo Eppendorf de 0,5 ml que habia sido previamente perforado
con agujas afiladas. Luego, el tubo se colocé dentro de otro tubo de 1,5 ml que
contenia 10 pl de heparina y se centrifugé a 40x g durante 5 min. Se tom¢ la
muestra de sangre (aproximadamente 50 ul) y se midié la osmolalidad (mOsm kg™)
de la sangre y con un osmometro de crioscopia (Osmomat 030, Gonotec). Los

resultados se expresaron como osmolalidad de la sangre (mOsm x kg?).

Determinacién de parametros morfolégicos y obtencidn de muestras

La determinacion de parametros morfolégicos y la obtencidon de muestras se
realizaron segun lo descrito en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo 1 de

la presente tesis.
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Este estudio se realizo siguiendo protocolo aprobado por el Comité de Etica
(CICUAL) de la facultad de Ciencias Exactas y Naturales (RD 2022-105

FCEyN,UNMdP, Argentina).

Determinaciones cuantitativas

Las actividades de amilasa, sacarasa, lipasa y APN en intestino se
determinaron como se describié en la seccién Materiales y Métodos del Capitulo 1

de la presente tesis.

La determinacion de la concentracion de glucégeno, glucosa libre, triglicéridos
y proteinas se realiz6 como se describié en la seccion Materiales y Métodos del

Capitulo 1 de la presente tesis.

Anédlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando el programa Sigma 3.0 para
Windows como se describié en el capitulo 1 de la presente tesis. Se utilizo el
analisis de varianza (ANOVA) de una via para estimar la significancia estadistica
de las diferencias, y se consideré un valor de p < 0,05 como significativo. Se
realizaron pruebas a posteriori de ANOVA (Bonferroni) para identificar las

diferencias.
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Resultados

Osmolalidad de la sangre de querimanas

En individuos mantenidos a 31 ups, la osmolalidad de la sangre fue menor

(58%) que la osmolalidad del medio externo (Figura 3.1).

A los 10 dias luego del cambio abrupto de 31 a 25 ups, la osmolalidad de la
sangre fue también menor (53 %) que la osmolalidad del correspondiente medio

externo (Figura 3.1).

Luego del cambio abrupto a baja salinidad (31 a 10 ups) la osmolalidad de la
sangre fue mayor (55 %) que la osmolalidad del correspondiente medio externo

(Figura 3.1).
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Figura 3.1. Osmolalidad de la sangre antes (31 ups; t=0) y luego de un
cambio abrupto a 25 o 10 ups en querimanas de M. liza. Osmolalidad de la
sangre a t=0 (31 ups; 862 mOsm x kg-1) y 10 dias después del cambio abrupto de
salinidad a 25 o0 10 ups (792 mOsm x kg, 210 mOsm x kg%, respectivamente)
*indica diferencia significativa con respecto a la osmolalidad del correspondiente
medio externo (One-Way ANOVA, p < 0,05). Los datos se expresan como media
SD para 6 individuos

Parametros morfolégicos de querimanas luego de un cambio abrupto de

salinidad

El peso total de querimanas luego del cambio abrupto de salinidad de 31 a 25 ups

0 de 31 a 10 ups se mantuvo constante

A los 10 dias (t=10) luego del cambio abrupto de salinidad de 31 a 25 ups el

coeficiente intestinal y el indice hepatosomatico fueron similares a t=0. A los 10 dias
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(t=0) luego de la transferencia de 31 a 10 ups el coeficiente intestinal fue menor (

24 % ) que t=0 mientras que el indice hepatosomético no vari6 (Tabla 1)

A los 25 dias luego de ambas transferencias no se observaron diferencias en
el peso total, coeficiente intestinal o indice hepatosomatico con respecto al

correspondiente t=10.

Tabla 3.1 Peso total (PT), coeficiente intestinal (IC) e indice
hepatosomatico (IHS) de querimanas de M. liza antes (31 ups; t=0) y luego de
un cambio abrupto a 25 o 10 ups Tiempo: dias luego de la transferencia. *Indica
diferencias significativas con respecto al correspondiente valor a t=0 (One-Way
ANOVA,; p <0,05). Los datos son la media £ SD. para 18 individuos.

Tiempo Salinidad PT (9) Cl (%) IHS (%)

(dias) (UPS)

t=0 31 0,26 + 0,04 2,24 + 0,36 2,89 + 0,09

t=10 25 0,31+ 0,05 2,09 + 0,35 2,93 + 0,06
10 0,30 + 0,06 1,72+0,17 * 2,84 £ 0,08

t=25 25 0,34 £ 0,04 2,22 + 0,32 2,88 £ 0,15
10 0,31+ 0,03 1,69+0,19* 2,81 +£0,10

Efecto de un cambio abrupto de salinidad sobre la actividad de enzimas

digestivas en intestino de querimanas

Luego del cambio abrupto de 31 a 25 ups, las actividades de amilasa, sacarasa,
lipasa y APN a t=10 fueron similares con respecto al correspondiente valor antes
de la transferencia (Figura 3.2 a,b- 3.3 - 3.4). Luego del cambio abrupto de 31 a 10

ups las actividades de amilasa y sacarasa, disminuyeron (alrededor 44% y 57%
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respectivamente) con respecto al correspondiente valor antes de la transferencia
(Figura 3.2 a, b). La actividad de lipasa aument6 (alrededor 78%, respectivamente)
con respecto a t=0 (Figura 3.3 a). No se produjeron cambios en la actividad de APN

luego de la transferencia (Figura 3.4).

A los 25 dias luego de las transferencias no se observaron diferencias en las

actividades enzimaticas determinadas con respecto al correspondiente t=10.
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Figura 3.2. Actividades de amilasa (a) y sacarasa (b) en intestino de
guerimanas de M. liza antes (31 ups; t=0) y a los 10 (t=10) y 25 dias (t=25)
luego de un cambio abrupto a 25 o 10 ups. *Indica diferencias significativas con
respecto al correspondiente valor a t=0 (One-Way ANOVA; p <0,05). Los datos son
la media £ SD. para 6 individuos.
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Figura 3.3. Actividad de lipasa en intestino de querimanas de M. liza antes
(31 ups; t=0) y alos 10 (t=10) y 25 dias (t=25) luego de un cambio abrupto a
25 0 10 ups. *Indica diferencias significativas con respecto al correspondiente valor
a t=0 (One-Way ANOVA,; p <0,05). Los datos son la media = SD. para 6 individuos.
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Figura 3.4. Actividad de APN en intestino de querimanas de M. liza antes
(31 ups; t=0) y alos 10 (t=10) y 25 dias (t=25) luego de un cambio abrupto a
25 0 10 ups. *Indica diferencias significativas con respecto al correspondiente valor
a t=0 (One-Way ANOVA,; p <0,05). Los datos son la media = SD. para 6 individuos.
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Efecto de un cambio abrupto de salinidad sobre la concentracion de reservas

de energia en querimanas

Luego del cambio abrupto de 31 a 25 ups, las concentraciones de glucégeno,
glucosa libre, triglicéridos y proteinas en higado y musculo a t=10 fueron similares
con respecto al correspondiente valor antes de la transferencia (Figuras 3.5- 3.6 -
3.7). Luego del cambio abrupto de 31 a 10 ups la concentracion de glucégeno en
higado y musculo disminuyo (alrededor 67% y 58% respectivamente) con respecto
al correspondiente valor antes de la transferencia (Figura. 3.5 a, c¢). No se
produjeron cambios en la concentracion de glucosa libre en ninguno de los érganos
(Figura 3.5 b,d). La concentracion de triglicéridos fue menor a t=0 en higado
(alrededor de 50%) y musculo (alrededor 51%) (Figura 3.6 a, b). La concentracion
de proteinas en higado y musculo también disminuyo (alrededor de 33 y 40%) luego

de la transferencia (Figura 3.7 a, b))

A los 25 dias luego de las transferencias no se observaron diferencias en la

concentracion de ninguna reserva de energia con respecto al correspondiente t=10.
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Figura 3.5 Concentracion de glucdgeno y glucosa libre en higado (a,b) y
musculo (c,d) de querimanas de M. liza antes (31 ups; t=0) y alos 10 (t=10) y
25 dias (t=25) luego de un cambio abrupto a 25 o 10 ups. *Indica diferencias
significativas con respecto al correspondiente valor a t=0 (One-Way ANOVA; p
<0,05). Los datos son la media = SD. para 6 individuos.
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Figura 3.6 Concentracion de triglicéridos en higado (a) y musculo (b) de
guerimanas de M. liza antes (31 ups; t=0) y a los 10 (t=10) y 25 dias (t=25)
luego de un cambio abrupto a 25 o 10 ups. *Indica diferencias significativas con
respecto al correspondiente valor a t=0 (One-Way ANOVA,; p <0,05). Los datos son
la media £ SD. para 6 individuos.
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Figura 3.7 Concentracion de proteinas en higado (a) y musculo (b) de
guerimanas de M. liza antes (31 ups; t=0) y a los 10 (t=10) y 25 dias (t=25)
luego de un cambio abrupto a 25 o 10 ups. *Indica diferencias significativas con
respecto al correspondiente valor a t=0 (One-Way ANOVA; p <0,05). Los datos son
la media £ SD. para 6 individuos.

Discusioén

Los peces eurihalinos hipo/hiper-reguladores son capaces de mantener la

concentracion osmotica de sus fluidos corporales dentro de valores estables, por
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debajo y por encima de la del medio externo, en alta y baja salinidad,
respectivamente. Las querimanas tempranas de M. liza de la LCMCh exhibieron
capacidad hipo/hiper-regulatoria, manteniendo la concentracion osmética de la
sangre por debajo de la del medio externo en alta salinidad (31 ups) y por encima
de la del medio externo luego de un cambio a baja salinidad (10 ups). Estos
resultados muestran la flexibilidad osmorregulatoria de las querimanas tempranas
gue les permitiria soportar un cambio amplio y abrupto de alta a baja salinidad

durante su reclutamiento a la laguna costera.

En peces eurihalinos, los cambios moleculares y bioquimicos involucrados en
los procesos osmorregulatorios que pueden incluir la activacion y/o sintesis de novo
de sistemas de transporte de membranas y/o de enzimas en branquias e intestino
son procesos que demandan energia (Tseng y Hwang, 2008; Xiong et al., 2020;
Little et al., 2023). Cambios en la longitud del intestino y, consecuentemente, en el
area de superficie y el volumen total, en respuesta a diferentes condiciones
ambientales pueden afectar la digestion y absorcion de nutrientes, y en algunos
casos, la condicion fisica (Krogdahl y Bakke-McKellep, 2005; Vidal et al., 2019;
Small et al., 2022). En varias especies de peces, las modificaciones en las
dimensiones del largo intestinal parecen depender de la direccion del cambio de
salinidad y por ende, del tipo de respuesta osmorregulatoria (Kipanyula et al., 2016,
Mozanzadeh et al., 2021). En trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss se observé un
aumento del largo intestinal luego de transferir a los individuos de un medio de baja
salinidad a un medio de alta salinidad (Kipanyula et al., 2016). El menor coeficiente
intestinal registrado en querimanas tempranas de M. liza en 10 ups sugiere la

existencia de ajustes a nivel morfolégico en condiciones de hiper-regulacion que
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podrian conducir a modificaciones en la capacidad digestiva y/o de absorcion de

nutrientes.

La modulacién de la actividad de enzimas digestivas, al ser un vinculo entre la
digestion y la absorcién de nutrientes, puede conducir a cambios en la capacidad
digestiva para un sustrato especifico y de esta manera en la disponibilidad de
metabolitos (Karasov y Douglas, 2013; Bonelli et al., 2020). Los cambios en la
actividad de enzimas digestivas especificas y en la concentracion de reservas de
energia luego de un cambio abrupto de 31 a 10 ups observado en la presente tesis,
sugieren también la existencia de ajustes en parametros digestivos/metabdlicos a
nivel bioquimico en querimanas tempranas de M. liza en relacion al tipo de
respuesta osmoregulatoria (hipo o hiper-regulacion). Esta idea se soporta ademas
por el hecho de que luego de un cambio abrupto de 31 a 25 ups, durante el cual las
guerimanas mantuvieron la respuesta hipo-regulatoria, no se produjeron cambios

en ninguno de los parametros estudiados.

Los hidratos de carbono son una fuente de energia esencial para la
osmorregulacion en varios peces frente a cambios de salinidad (Tseng y Hwang
2008; Angadi et al., 2021). La digestion de sustratos glucogénicos por amilasa y
sacarasa en intestino es una de las fuentes principales de glucosa circulante
(Polakof et al., 2011; 2012; Small 2022). La menor actividad de amilasa en intestino
de querimanas tempranas de M. liza sugiere ajustes en la capacidad para la
digestion inicial de sustratos glucogénicos en condiciones de hiper-regulacion. En
juveniles de palometa Trachinotus ovatus y rébalo Centropomus paralelos
transferidos gradualmente a medios hipo-osmoéticos se ha observado una

disminucién de la capacidad para la digestion de hidratos de carbono (Tsuzuki et
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al., 2007; Ma et al., 2016). La menor actividad de sacarasa en intestino sugiere
también ajustes de las querimanas tempranas de M. liza para pasos finales de la
digestién de hidratos de carbono en condiciones de hiper-regulacion. Para nuestro
conocimiento, no hay estudios en peces eurihalinos sobre la modulacion de la
actividad de sacarasa frente a cambios de salinidad. La alteracion de la morfologia
intestinal en respuesta a la salinidad ambiental puede conducir a ajustes de la
actividad de enzimas del borde en cepillo tales como disacaridasas (Hieu et al.,
2021). Este podria ser el caso para la actividad de sacarasa en intestino de
guerimanas tempranas de M. liza cuya actividad fue menor concomitantemente con
la disminucion del coeficiente intestinal en 10 ups. Los cambios en la concentracion
de glucdégeno son un indicador adecuado de ajustes en el metabolismo de hidratos
de carbono (Sangiao Alvarellos et al., 2005; Small 2022). En diversas especies de
peces, ocurre una movilizacion/degradacion de glucdégeno en érganos de reserva
frente a cambios de salinidad (Vargas-Chacoff 2009; Vargas-Chacoff et al., 2015;
Angadi et al., 2021). Generalmente en vertebrados, incluidos peces, el glucégeno
en organos de reserva se degrada hasta monosacaridos (ej. glucosa) cuando se
requiere energia adicional (ej. osmorregulacion) (Tseng y Hwang, 2008). Este
podria ser el caso para las querimanas tempranas de M. liza. La menor
concentracion de glucégeno en el higado y masculo en individuos transferidos de
31 ups a 10 ups sugiere que la movilizacion de esta reserva constituiria un ajuste a
nivel bioquimico en relacion al cambio en el comportamiento osmoregulatorio. En
varias especies de peces, el higado es una fuente importante de suministro de
glucosa para otros tejidos y el flujo neto de este metabolito se modula mediante
ajustes de las rutas catabolicas y anabdlicas (Enes et al., 2009; Polakoff et al., 2012;

Nebo et al., 2018). El hecho de que no se produjeron cambios en la concentracion
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de glucosa libre en musculo sugiere una movilizacién de glucosa desde el higado
hacia otros tejidos (por ej: branquias) en condiciones de baja salinidad. En el pez
eurihalino, Sparus aurata se determiné que frente a un desafio osmético se produce
una movilizacion de reservas de glucdgeno, lo que resulta en una mayor capacidad
para exportar glucosa desde el higado a otros érganos que consumen mucha
energia (Sangiao-Alvarellos et al., 2005; Tseng y Hwang, 2008, Guo et al., 2020).
La degradacién del glucdégeno hepatico en respuesta a desafios osmoticos
diferenciales indica un suministro de energia adicional y una mayor tasa de
catabolismo en diferentes 6rganos, especialmente 6rganos osmorreguladores
(Sarma et al., 2020; Angadi et al., 2021). Por otro lado, el mantenimiento de la
concentracion de glucosa libre en musculo concomitante a la disminucién de la
reserva de glucégeno en querimanas tempranas de M. liza sugiere la potencial
utilizacion local de glucosa en otras rutas metabdlicas y/o para mantener una

concentracion adecuada disponible de este metabolito en el 6rgano.

La informacién sobre modulaciéon de componentes claves del metabolismo
lipidico en respuesta a cambios en la respuesta osmorregulatoria es escasa y
fragmentaria para la mayoria de especies eurihalinas de peces y parece ser
dependiente de la especie (Tseng y Hwang, 2008; Little et al., 2023). La mayor
actividad de lipasa en intestino de querimanas tempranas y la menor concentracion
de triglicéridos en higado y musculo luego de la transferencia a baja salinidad
sugieren que ajustes en componentes claves del metabolismo lipidico serian parte
de la reorganizacion metabdlica en condiciones de hiper-regulacion en querimanas
tempranas de M. liza. La mayor capacidad lipolitica en intestino en querimanas
tempranas en 10 ups podria aumentar la disponibilidad de metabolitos lipidicos. La

disminucién en la concentracion de triglicéridos en higado sugiere la movilizacion
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de estas reservas probablemente como fuente adicional de metabolitos lipidicos
para ser utilizados en tejidos con demanda de energia (ej. branquias). En peces
anadromos y catadromos la migracion de agua de mar a agua dulce o la inversa
implica alteraciones en el metabolismo de lipidos que conlleva a la movilizacion de
triglicéridos (Kipanyula et al., 2016). La menor concentracidén de triglicéridos en
musculo sugiere la potencial utilizacion local de este metabolito en querimanas
tempranas de M. liza. Por otro lado, la modulacién concomitante de la actividad de
lipasas y de la concentracion de triglicéridos sugiere la existencia de ajustes
coordinados en componentes principales del metabolismo de lipidos en querimanas

tempranas de M. liza en hiper-regulacion.

El metabolismo de proteinas juega un rol esencial en respuestas a nivel
bioquimico a la salinidad soportando una adecuada provision de aminoacidos
necesaria para el mantenimiento de la osmorregulacion (Arjona et al., 2008;
Nemova et al., 2021). En el tracto digestivo de vertebrados, incluyendo varias
especies de peces, la actividad de la ectoproteasa APN unida a membrana de borde
en cepillo intestinal (enzima esencial en los pasos finales de la digestion de items
proteicos) se utiliza como indice de la capacidad para la digestion proteica (Cui et
al., 2019; Gurumallesh et al., 2019; Griego et al., 2021 ).En larvas de bagre rayado
Pangasianodon hypophthalmus, se observé que la actividad de la APN no parece
verse afectada por cambios de salinidad (Hieu et al., 2021). El hecho de que luego
de la transferencia a 10 ups disminuy0 la longitud intestinal mientras que la actividad
de APN se mantuvo constante sugiere la posible existencia de otros mecanismos
de regulacion (ej. modulacion de enzima preexistente) que permitirian el
mantenimiento de niveles adecuados de esta actividad en hiper-regulaciéon. La APN

es una enzima multifuncional que ademas de estar involucrada en los pasos finales
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de la digestién de proteinas modula la actividad de transportadores especificos de
aminoacidos y la accibn de varios péptidos biolégicamente activos
(ej.angiotensinas) involucrados en la regulaciéon de funciones digestivas, absortivas
y osmorregulatorias en intestino (Fairweather et al., 2012, Qi et al., 2021; Farhadi
et al., 2022). La movilizacion de metabolitos proteicos parece ser importante para
la osmorregulacion (Nemova et al., 2021). La disminucién concomitante en la
concentracion de proteinas en higado y musculo de querimanas tempranas de M.
liza sugiere la existencia de ajustes en el proceso de degradacion de proteinas en
condiciones de hiper-regulacion. En varios peces, domina temporalmente el
catabolismo de proteinas en higado y en musculo en respuesta a cambios de
salinidad (Arjona et al., 2008; Nemova et al., 2021). Los aminoacidos resultantes
pueden ser utilizados para la sintesis de macromoléculas en branquias y otros
organos osmorreguladores (Tseng y Hwang 2008). Por otro lado, la movilizacion de
las reservas de proteina en musculo puede conducir a un agotamiento de las
mismas y en ultima instancia comprometer la supervivencia (Nemova et al., 2021).
Este no seria el caso para querimanas tempranas de M. liza ya que no se produjo
mortalidad luego del cambio abrupto de 31 a 10 ups, y mantuvieron la condicion

fisica.

La adaptacion fisiologica se define como los cambios compensatorios
reversibles (aclimatizacion/aclimatacién) de un individuo en respuesta a variaciones
en condiciones ambientales (Schubert et al., 2017). El hecho que todos los
parametros digestivos/ metabdlicos y de condicion fisica se mantuvieron constantes
a un tiempo mas largo (25 dias) en 10 ups indicaria la adaptacion fisiolégica de las

guerimanas de M. liza a las condiciones de hiper-regulacion.
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En resumen, los resultados del presente capitulo muestran que querimanas
tempranas de M. liza exhiben flexibilidad osmorregulatoria siendo capaces de
cambiar de hipo- a hiper-regulacion luego de un cambio amplio y abrupto desde
alta a baja salinidad. Las respuestas en las actividades de enzimas digestivas,
contenido de reservas de energia y parametros morfolégicos (Figura 3.8) sugieren
la existencia de ajustes diferenciales digestivos/metabdlicos subyacentes a la
activacion de la correspondiente maquinaria hipo o hiper-regulatoria. La flexibilidad
osmorregulatoria y digestiva/metabdlica de las querimanas tempranas de M. liza
les permitiria enfrentar las condiciones heterogéneas de salinidad luego del

reclutamiento en la LCMCh.

Hipo-regulacion (31 psu) Hiper-regulacién (10 psu)

10 dias
FARAMETROS MUSCULO INTESTING HIGADD
MORFOLOGICOS  GLU B ANy B Gl §
PT = GL = sac B GLo -
a ¥ TG § T | TaG 4

PRO & AFN = PRO &

Figura 3.8 Resumen de parametros morfolégicos, digestivos vy
metabdlicos antes (31 ups; t=0)y alos 10 (t=10) luego de un cambio abrupto
a 10 ups en querimanas tempranas de M. liza. PT: peso total; Cl: coeficiente
intestinal; AMY: amilasa; SAC: sacarasa; LIP: lipasa; APN: N-aminopeptidasa,
GLU: glucégeno; GL: glucosa libre; TAG: triglicéridos; PROT: proteinas.. 1,], =
indican aumento, disminucion y sin cambios, respectivamente, con respecto al
correspondiente valor a t=0
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Capitulo 4:

Perfil digestivo/metabdlico de juveniles y adultos de Mugil

liza de la Laguna Costera Mar Chiquita
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Introduccion

Los estuarios y/o lagunas costeras juegan un papel fundamental para refugio,
crecimiento y alimentacion de juveniles y adultos de peces marinos estuarino-
dependientes y en el caso de los peces diadromos, ademas, en la preparacion para
Su migracion reproductiva tales como la acumulacion y /o utilizacion de sustratos
de energia especificos en distintos érganos de reserva (Nelson 2006; Gonzalez-
Castro y Ghasemzadeh, 2016; Denis et al., 2022). Las demandas energéticas del
crecimiento y la preparacion previa a la migracion fuera del estuario y/o laguna
costera podrian implicar ajustes intraespecificos en el perfil digestivo/metabdlico a
diferentes niveles. El equilibrio entre la capacidad para la obtencion, distribucion,
reserva y uso de la energia es fundamental para el crecimiento, la reproduccion y
la supervivencia (Karasov y Douglas, 2013; Olson et al., 2020; Karasov y Caviedes-
Vidal, 2021; Zhong et al., 2023). Sin embargo, faltan estudios integrativos y
comparativos sobre el perfil digestivo/metabdlico a distintos niveles en juveniles y
adultos de mugilidos estuarino-dependientes que cohabitan dentro de una laguna

costera en general y en particular de Mugil liza.

Mugil liza, exhibe un complejo ciclo de vida diadromo, utilizando estuarios o
lagunas costeras como area de cria (Cervigon et al., 1993; Castellini 2017). La
LCMCh, debido a la abundancia de nutrientes, la disponibilidad de materia
organica, la baja profundidad y la vegetacion costera constituye un area crucial para
el crecimiento y la alimentacion de juveniles y adultos de M. liza. Luego del
reclutamiento, los juveniles pasan varios afios hasta alcanzar la etapa adulta
(Gonzélez Castro et al., 2009b; 2011; Gonzéalez Castro y Minos, 2016). La etapa

juvenil esta definida morfologicamente por el desarrollo completo de la tercer espina
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anal y la osificacion completa del esqueleto, mientras que este estadio termina
cuando inicia la maduracién gonadal (Cardona 2016). En el ambiente natural,
juveniles y adultos conservan el habito detritivoro adquirido por las querimanas
durante el reclutamiento (Acha 1990; Gonzalez- Castro et al., 2009b; Cardona
2016). Sin embargo, a pesar de la importancia para la comprension de su fisiologia
digestiva/metabdlica y ecofisiologia, faltan estudios de determinacion de la
existencia y caracterizacion de enzimas digestivas, reservas de energia y
parametros morfolégicos de juveniles y adultos en el ambiente natural. La
determinacion conjunta de la actividad de enzimas digestivas especificas,
concentracion de reservas de energia y pardmetros morfolégicos permite un
andlisis integrado del perfil digestivo/metabdlico a diferentes niveles de un individuo
y ademas, establecer aspectos comparativos intraespecificos (Kalhoro et al., 2018;

Albanesi et al., 2021; 2024).

En este contexto, se describen estudios para determinar la existencia y
caracteristicas bioquimicas de la actividad de enzimas digestivas clave en intestino,
la concentracion de sustratos de energia en érganos de reserva y parametros
morfologicos para evaluar el perfil digestivo y metabdlico de juveniles y adultos de

M. liza cohabitando un mismo area de la LCMCh en el ambiente natural.

Materiales y Métodos

Captura de juveniles y adultos

Individuos juveniles y adultos de M. liza fueron capturados en la Zona Il (ver

mapa en Introduccion General de la presente tesis) de la LCMCh. La Zona Il se
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ubica en el extremo norte de la laguna costera y se caracteriza por tener aguas
mixo-oligohalinas (1-15 ups) (Gonzalez Castro et al., 2009b). Los individuos fueron
capturados utilizando redes de enmalle monofilamento (25 m de largo y 2 m de alto
con mallas de 120, 68 y 57 mm (Gonzalez-Castro et al., 2009b; 2011). La salinidad
y temperatura del agua al momento de la captura (abril-mayo de 2018) fueron 2-4
ups ups y 8-13°C respectivamente. La identificacion taxonémica de los peces se
realiz6 de acuerdo a Gonzalez Castro et al. (2012) y Cousseau y Perrotta (2013).
Los individuos fueron congelados para ser posteriormente procesados en el

laboratorio (del Valle, Michiels et al., 2016; Ma et al., 2019).

Determinacion de parametros morfoldgicos y obtencidon de muestras

A cada individuo se le tom6 medidas morfoldgicas y se les extrajo los érganos
correspondientes para las mediciones segun lo descrito en la seccion Materiales y
Métodos del Capitulo 1 de la presente tesis. Se registré la presencia de grasa
retroperitoneal. Los individuos capturados fueron agrupados en juveniles (n=6) y
hembras adultas (n=6) , de acuerdo con los siguientes criterios: (a) juveniles:
individuos con LT menor que L50 para M. liza de la LCMCh (450 mm LT para
hembras; Gonzalez-Castro et al., 2011) y presencia de génadas inmaduras, y (b)
adultos: individuos con LT mayor que L50 y gbnadas desarrolladas (en reposo o

maduracion).

Se determinaron el coeficiente intestinal y el indice hepatosomatico y se
realizaron homogenatos de intestino, higado y musculo segun lo descrito en la

seccion Materiales y Métodos del Capitulo 1 de la presente tesis. La grasa
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retroperitoneal se homogeneiz6 en buffer Tris/HCI 50 mM (pH 7.4) (4 ml de tejido

por grt)(homogeneizador CAT 9120, T10) en hielo.

Este estudio se realizé siguiendo protocolo aprobado por el Comité de Etica
(CICUAL) de la facultad de Ciencias Exactas y Naturales (RD 2022-105 FCEyN,

UNMdP, Argentina).

Determinaciones cuantitativas

Las actividades de amilasa, maltasa, sacarasa, lipasa, tripsina y APN en
intestino se determinaron como se describié en Materiales y Métodos del Capitulo

1 de la presente tesis.

La determinacion de la concentraciéon de glucégeno, glucosa libre, triglicéridos
y proteinas en higado, musculo y de triglicéridos en grasa retroperitoneal se realizé
como se describid en la seccién Materiales y Métodos del Capitulo 1 de la presente

tesis.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico Sigma-
Plot 12.0 para Windows, el cual realiza automaticamente un test previo de igualdad
de varianzas y normalidad. Se utilizé el analisis de varianza (ANOVA de una via) o
el test-t para estimar diferencias estadisticas. Un valor de p <0,05 fue considerado
significativo. Se realizaron pruebas a posteriori de ANOVA (Bonferroni) para

identificar las diferencias.
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Los resultados del efecto de concentraciones variables de sustrato sobre las
actividades enzimaticas se analizaron como se describié en Materiales y Métodos

del capitulo 1 de la presente tesis.

Resultados

Parametros morfoldgicos de juveniles y adultos

Juveniles y adultos de M. liza mostraron diferencias significativas en el ClI (Tabla

4.1). No se encontraron diferencias en el IHS entre ambos estadios.

Se encontrd grasa retroperitoneal en los individuos adultos (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Longitud total (LT), longitud estandar (LS), peso total (PT),
coeficiente intestinal (Cl), indice hepatosomatico (IHS) y grasa retroperitoneal
(GR) de juveniles y adultos de M. liza. *Indica diferencias significativas con
respecto al correspondiente valor en juveniles (Test-t; p < 0.05). Los datos son la
media = S.D para 6 individuos.

Juveniles Adultos
Longitud total (mm) 212,3 £ 28,52 467,8 £ 24,43*
Longitud estandar (mm) 169,5 £ 24,21 371,2 £ 18,20*
Peso total (g) 123,6 + 67,30 1146,6 + 123,89*
Coeficiente intestinal (%) 4,47 £ 0,56 5,87 £ 0,51*
indice hepatosomatico (%) 1,1+0,35 1,38 + 0,15
Grasa retroperitoneal (Q) <0,1 32,27 + 8,74*
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Actividad de enzimas digestivas de juveniles y adultos

En juveniles, la actividad de amilasa aument6é de pH 5,0 a 6,0 y fue similar
dentro del rango de pH 6,0-8,2 (Figura 4.1 a). En adultos, la actividad de amilasa
fue similar a pH 5,0-6,8. La actividad méaxima se encontré a pH 7,4. A pH 8,2 la
actividad disminuy6 hasta valores similares a los encontrados a pH 5,0-6,8 (Figura
4.1 d). En juveniles y adultos, la actividad de amilasa fue similar a 4 y 20 °C y
aumenté a 30 °C. A 37°C, la actividad disminuy6 a un nivel similar al de 4 y 20°C
(Figura 4.1 b, e). En ambos estadios, la actividad de amilasa exhibio la cinética de
Michaelis-Menten (juveniles: Km= 3,24+1,1 mM y adultos: Km=6,61+1,5 mM)

(Figura 4. 1c- 1f).
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Figura 4. 1. Caracterizacion parcial de la actividad de amilasa en intestino
de juveniles y adultos de M. liza. (a, d) Efecto del pH (5,0-8,2) sobre la actividad
de amilasa. Los valores de actividad de amilasa se expresan en relacién con la
actividad a pH 7,4 (100%). (b, e) Efecto de temperatura (4-40°C) sobre la actividad
de amilasa. Los valores de actividad de amilasa se expresan en relacién a la
actividad a 30°C (100%). (c, f) Efecto de la concentracion de almidon sobre la
actividad de amilasa (0,17-17,5 mg x ml!). La actividad se midié a 30°C y a pH 7,4.
Los valores de actividad se expresan en relacion a la correspondiente actividad en
presencia de almidén 15 mg x mlt (100%). *Indica diferencias significativas con
respecto al correspondiente valor tomado como 100% (One-Way ANOVA; p < 0.05).
Los datos son la media £ S.D para 6 individuos.

En juveniles, la actividad de maltasa fue similar en el rango de pH 5,0 a 8,5
(Figura 4.2 a). La actividad también fue similar de 4-20°C y aument6 a 30-45°C
(Figura 4.2 b). La actividad de maltasa exhibio una cinética de Michaelis-Menten

(Km aparente =1, 5 + 0, 8 mM) (Figura 4.2 c).
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En adultos, la actividad de maltasa aument6 de pH 5,2 a 6,4 . ApH 7,4-8,5 la
actividad disminuy¢ y fue similar a pH 5,2 (Figura 4.2 d). La actividad fue similar en
el amplio rango de temperatura 4-30°C y aument6 a 37°C. A 45°C la actividad
disminuy6 alcanzando valores similares a los de 4-30°C (Figura 4.2 e). La actividad
de maltasa también mostré una cinética de Michaelis-Menten (Km aparente = 1,55

+ 0,3 mM) (Figura 4.2 f).
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Figura 4.2 Caracterizacion parcial de la actividad de maltasa en intestino
de juveniles y adultos de M. liza. (a, d) Efecto del pH (5,2-8,5) sobre la actividad
de maltasa. Los valores de actividad de maltasa se expresan en relacion a la
actividad a pH 6,4 (100%) (b, e) Efecto de la temperatura (4-45°C) sobre la actividad
de maltasa. Los valores de la actividad de maltasa son expresados en relacion a la
actividad a 37°C (100%). (c, f) Efecto de la concentracion de maltosa sobre la
actividad de maltasa (0,65mM- 42mM). La actividad se midié a 37°C y a pH 6,4.
Los valores de actividad se expresan en relaciéon a la actividad correspondiente en
presencia de maltosa 28 mM (100%). *Indica diferencias significativas con respecto
al correspondiente valor tomado como 100% (One-Way ANOVA; p < 0,05). Los
datos son la media + S.D para 6 individuos.
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En el estadio juvenil y adulto, la actividad de sacarasa fue similar en un rango
de pH (5.2-8.0) (Figura 4.3 a, d) y temperatura (4-45°C) en intestino (Figura 4.3 b,
e). La actividad de sacarasa también mostroé la cinética de Michaelis-Menten (Km:

juveniles =1, 17 + 0, 5 mM; adultos = 1, 61 = 0, 6 mM) (Figura 4.3 c, f).
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Figura 4.3. Caracterizacion parcial de la actividad de sacarasa en intestino
de juveniles y adultos de M. liza. (a, d) Efecto del pH (5,2-8,0) sobre la actividad
de sacarasa. Los valores de la actividad de sacarasa se expresan en relacion a la
actividad a pH 6,4 (100%). (b, e) Efecto de la temperatura (4-45°C) sobre la
actividad de sacarasa. Los valores de la actividad de sacarasa se expresan en
relacion a la actividad a 37°C (100%). (c, f) Efecto de las concentraciones de
sacarosa sobre la actividad de sacarasa (0,65 mM- 42mM). La actividad se midio
en 37°Cy a pH 6,4. Los valores de actividad se expresan en relacion a la actividad
correspondiente en presencia de sacarosa 28 mM (100%). *Indica diferencias
significativas con respecto al correspondiente valor tomado como 100% (One-Way
ANOVA,; p < 0.05). Los datos son la media £ S.D para 6 individuos.
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En juveniles, la actividad de la lipasa fue similar a pH 6,0 y 8,0 y aumenté a pH
8,5-9,0 (Figura 4.4 a). En adultos, la actividad de la lipasa fue similar a pH 6,0-8,5
y aumento a 9,0 (Figura 4.4 d). Tanto en juveniles como en adultos, la actividad de
la lipasa fue similar a 4-20°C pero fue maxima a 30°C. La actividad disminuyoé a los
37 -45°C alcanzando valores similares a los registrados a 4- 20°C (Figura 4.4 b, e).
La actividad de la lipasa exhibio la cinética de Michaelis-Menten (Km aparente:

juveniles= 0,27 = 0,04 mM; adultos = 0,32 £ 0,07 mM) (Figura 4.4 c, f).
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Figura 4.4 Caracterizacion parcial de actividad de lipasa en intestino de
juveniles y adultos de M. liza. (a, d) Efecto del pH (6,0-9,0) sobre la actividad de
lipasa. Los valores de actividad de lipasa se expresan en relacién con la actividad
especifica a pH 9 (100%). (b, e) Efecto de la temperatura (4-45°C) sobre la actividad
de lipasa. La actividad se expresa en relacion a la actividad especifica a 37°C
(100%). (c, f) Efecto de la concentracién de pNPP (0,1-0,9 mM) sobre la actividad
de lipasa. Los valores de actividad son expresados en relacion con la actividad
correspondiente en presencia de pNPP 0,85 mM (100%). *Indica diferencias
significativas con respecto al correspondiente valor tomado como 100% (One-Way
ANOVA; p < 0.05). Los datos son la media + S.D para 6 individuos.
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En juveniles y adultos, la actividad de tripsina fue similar dentro del rango de
pH estudiado (6,0-11,0) (Figura 4.5 a, d). La actividad de la tripsina en el intestino
de los juveniles fue similar entre 4°C y 20°C y aumentd entre 37 y 45°C. A altas
temperaturas (70°C) la actividad de la tripsina disminuyo (Figura 4.5 b). En adultos,
la actividad de tripsina fue similar de 4°C a 37°C y aumenté a 45-70°C (Figura 4.5
d) La actividad de tripsina mostroé cinética de Michaelis-Menten (Km aparente:

juveniles= 0,98+0,08 mM; adultos: 0 ,81+0,09 mM) (Figura 4.5 c, f).
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Figura 4.5. Caracterizacion parcial de actividad de tripsina en intestino de
juveniles y adultos de M. liza. (a, d) Efecto del pH (6-11,0) sobre la actividad de
tripsina. Los valores de actividad de tripsina se expresan en relacion con la actividad
especifica a pH 9,0 (100%). (b, e) Efecto de la temperatura (4-70°C) sobre la
actividad de tripsina. La actividad se expresa en relacion a la actividad especifica a
45°C (100%). (c, f) Efecto de la concentracion de BAPNA (0,12-1,23 mM) sobre la
actividad de tripsina. Los valores de actividad se expresan en relacion a la actividad
correspondiente en presencia de BAPNA 1,23 mM (100%). *Indica diferencias
significativas con respecto al correspondiente valor tomado como 100% (One-Way
ANOVA,; p < 0.05). Los datos son la media £ S.D para 6 individuos.
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La actividad de APN fue similar dentro del rango de pH 6,0- 9,0, en juveniles y
adultos (Figura 4.6 a, d). En los juveniles, la actividad de APN no se vio afectada al
aumentar la temperatura desde 4°C hasta 30°C. La actividad aument6 a 37-45°C
(Figura 4.6 b). En adultos, la actividad de APN aumento de 4°C a 30-45°C (Figura
4.6 e). La actividad de APN mostr6 una cinética de Michaelis-Menten (Km aparente:

juveniles = 0,19 + 0,033 mM; adultos = 0,15 £ 0,027 mM) (Figura 4.6 c, f).
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Figura 4.6. Caracterizacion parcial de actividad de APN en intestino de
juveniles y adultos de M. liza. (a, d) Efecto del pH (6,0-9,0) sobre la actividad de
APN. Los valores de actividad de APN se expresan en relacion a la actividad
especifica a pH 7,4 (100%). (b, e) Efecto de la temperatura (4°C- 45°C) sobre la
actividad de APN. La actividad se expresa en relacion con la actividad a 37°C
(100%) (c, f) Efecto de la concentraciéon de L-Ala pNA (0,04-0,4 mM) sobre la
actividad de APN. Los valores de la actividad son expresados en relacion con la
actividad correspondiente en presencia de L-Ala pNA 0,4 mM (100%). *Indica
diferencias significativas con respecto al correspondiente valor tomado como 100%
(One-Way ANOVA,; p < 0.05). Los datos son la media + S.D para 6 individuos.
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En el intestino de adultos de M. liza, la actividad especifica de amilasa fue
significativamente mayor (Figura 4.7 a), mientras que la actividad de maltasa y
lipasa fue significativamente menor en comparacion con las correspondientes
actividades en juveniles (Figura 4.7 b, d). No se encontraron diferencias en las

actividades de sacarasa, tripsina y APN entre estadios (Figura 4.7 c, e, f)
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Figura 4.7. Actividad especifica de amilasa (a) , maltasa (b), sacarasa (c),
lipasa (d), tripsina (e) y APN (f) en intestino de juveniles y adultos de M. liza.
*Indica diferencias significativas con respecto al correspondiente valor en juveniles
(Test-t; p < 0.05). Los datos son la media £ S.D para 6 individuos.
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Reservas de energia en juveniles y adultos

La concentracion de glucégeno en higado y musculo de adultos fue similar a la
correspondiente concentracion de juveniles (Figura 4.8 a). En el higado de adultos,
la concentracion de glucosa libre fue mayor (190 veces) que en juveniles. La

concentracion de glucosa libre en el masculo fue baja en juveniles y adultos (Figura

4.8 b).
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Figura 4.8. Concentracion de glucégeno (a) y glucosa libre (b) en higado
y musculo de juveniles y adultos de M. liza. *Indica diferencias significativas con
respecto al correspondiente valor en higado (Test-t; p < 0,05). Los datos son la
media = S.D. para 6 individuos

La concentracion de triglicéridos en higado y musculo de adultos fue menor,
cuando se compardé con los correspondientes valores en juveniles. En adultos, la

concentracion de triglicéridos en grasa retroperitoneal fue mayor que en higado y
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musculo (Figura 4.9 a). La concentracion de proteinas en el higado y el musculo de

adultos fue similar a la correspondiente concentracion de juveniles (Figura 4.9 b).
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Figura 4.9. Concentracién de triglicéridos (a) y proteina (b) en higado y
musculo de juveniles y adultos y de triglicéridos en grasa retroperitoneal
(GR)I de adultos de M. liza. *Indica diferencias significativas con respecto al
correspondiente valor en higado (Test-t; p < 0,05). NE= no encontrado. Los datos
son la media £ S.D. para 6 individuos

Discusioén

En el presente capitulo, se analizo el perfil digestivo/metabdlico a diferentes
niveles de juveniles y adultos de M. liza de la LCMCh. Los valores del coeficiente
intestinal de juveniles y adultos (4,5 y 5,8 respectivamente) correspondieron a los
asociados a una dieta detritivora (Brusle 1981; Karachle y Stergiou, 2010; Cardona
2016; Castellini et al., 2019). El intestino de juveniles y adultos de M. liza mostro,
ademads, una bateria de enzimas digestivas cualitativamente (respuesta a pH,
temperatura y concentracion del sustrato especifico) similar a la de querimanas

(capitulo 1 de la presente tesis) que les permitiria realizar una digestion completa
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de diferentes items dietarios. Los detritos consumidos por juveniles y adultos de M.
liza, particularmente dentro de la laguna costera, contienen elementos de origen
vegetal y animal (Botto et al., 2005; Bruno et al., 2014; 2017). La digestion de
sustratos glucogénicos en el intestino es una fuente principal de glucosa circulante
en los peces, lo cual es importante para el mantenimiento de la homeostasis de la
glucosa vy, por lo tanto, para sostener funciones regulares y respuestas a estrés
ambiental (Polakof et al., 2011; 2012; Chen et al. 2018). La presencia en el intestino
de carbohidrasas como amilasa, maltasa y sacarasa sugiere la capacidad de los
juveniles y adultos de M. liza para digerir elementos glucogénicos potencialmente
presentes en los detritos consumidos. La existencia de actividad de lipasa y
proteasas como la tripsina y la APN también indica la capacidad para la digestion y
el uso potencial de elementos lipidicos y proteicos. Los niveles de la endoproteasa
tripsina y la ectoproteasa APN en el intestino se utilizan comunmente como
indicadores de la capacidad digestiva proteolitica (Ramirez-Otarola et al., 2011,
2018; Bakker et al., 2011; Steimberg 2018; Small 2022). Varios peces detritivoros
exhiben actividades de carbohidrasas, lipasas y proteasas en el intestino (German
et al., 2010; Almeida et al., 2018). Una alta actividad de carbohidrasas se asocia
con una capacidad para optimizar la utilizaciébn de mayores niveles de nutrientes de
los detritos (LOpez-Vasquez et al., 2009; German y Bittong, 2009; German et al.,

2010).

La informacioén sobre caracteristicas bioquimicas (por ejemplo, la respuesta al
pH y temperatura y parametros cinéticos) de enzimas digestivas de peces en la
naturaleza es fragmentaria en general y en particular en especies marinas
estuarino-dependientes. Las respuestas a pH y temperatura de la actividad de

enzimas digestivas en intestino de juveniles y adultos de M. liza y la cinética de
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Michaelis-Menten fueron similares a las encontradas en varios peces en
condiciones controladas de laboratorio (del Valle, Michiels et al., 2016; Gioda et al.,
2017; Huo et al., 2019; Friedman y Fernandez-Gimenez, 2023). El mantenimiento
de la actividad de enzimas digestivas especificas en un amplio rango de pH podria
asegurar la capacidad potencial para la digestién de varios sustratos dietarios a
valores cambiantes de pH intestinal en diferentes condiciones fisioldgicas. En este
contexto, el pH intestinal en lisas oscila entre 3,5y 8,5 (Cardona 2016). El hecho
de que amilasa, maltasa, sacarasa, lipasa, tripsina y APN en el intestino estuvieran
activas dentro de un amplio rango de temperaturas indica la termotolerancia de
estas enzimas en juveniles y adultos de M. liza. Las enzimas digestivas en el
intestino de varias especies de peces exhiben temperaturas 6ptimas altas (entre 40
y 60 °C) y son termoestables a alta temperatura (més de 37 °C hasta 70 °C) (del
Valle, Michiels et al., 2016; Bkhairia et al., 2016; de Freitas-Junior et al., 2021; Small
2022; Friedman y Fernandez-Gimenez, 2023). Las enzimas digestivas
termotolerantes podrian garantizar la digestion de carbohidratos glucogénicos,
lipidos y proteinas y el suministro de metabolitos resultantes para mantener
funciones fisiolégicas en distintas condiciones de temperatura (Asaro et al
2017;Nolasco-Soria 2021; Solovyev et al., 2021 ). Mugil liza en la LCMCh esta
expuesta a un amplio rango de temperaturas del agua, lo que sefiala su plasticidad
térmica (Acha 1990; Gonzalez-Castro 2007; Gonzalez Castro et al.,, 2009 b;
Castellini et al., 2019). Las enzimas digestivas activas, en particular alrededor de
los 30°C o0 mas, podrian ser especialmente importantes para soportar el crecimiento
durante el verano, cuando se produce un aumento de la temperatura del agua
(Gonzélez-Castro et al., 2009b). Se ha registrado que la temperatura del agua en

la LCMCh puede alcanzar los 30°C durante el verano en las zonas interiores, donde
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la profundidad de la laguna oscila entre 0,35 y 1,00 mts. Los juveniles y adultos de
M. liza pueden soportar temperaturas de 30 °C en el ambiente natural (Gonzélez-
Castro observacién personal). Varias enzimas digestivas en el intestino de peces
exhiben varias isoformas/isoenzimas con caracteristicas bioquimicas distintas,
como parametros cinéticos, valores Optimos de pH y respuestas a la temperatura
(Small 2022; Solovyev et al., 2023). En varias especies de peces, se ha detectado
la existencia de isoformas de amilasa y tripsina que exhiben diferentes parametros
cinéticos (Champasri et al., 2021; Solovyev et al., 2021; Navarro-Guillé et al., 2022;
Solovyev et al., 2023). El valor de la constante de Michaelis-Menten (Km) (que
indica la afinidad de la enzima por su sustrato) es inversamente proporcional a la
afinidad de la enzima por el sustrato correspondiente (Bindu y Mohanan, 2020). La
mayor Km para la actividad de amilasa en el intestino de adultos de M. liza sugiere
una menor afinidad por sustratos glucogénicos como el almidén o glucégeno en
comparacién con los juveniles. Las diferencias en caracteristicas bioquimicas (ej.
valor de Km de la actividad de amilasa y la sensibilidad a la temperatura de la
actividad de tripsina) sugiere la posible existencia de distintas isoformas/isoenzimas
de amilasa y tripsina en el intestino de juveniles y adultos de M. liza. Sin embargo,
se necesitan mas investigaciones (por ej, andlisis de zimogramas y sensibilidad a
inhibidores) para probar esta hipdtesis. La sintesis de diferentes
isoformas/isoenzimas con diferentes caracteristicas bioquimicas se considera un
mecanismo de ajuste en varios peces para aumentar su capacidad digestiva bajo
diversos factores intrinsecos y extrinsecos (Zhou et al., 2011; Small 2022; Solovyev

et al., 2023).

La comparacion (por ejemplo, intraespecifica) de las actividades de enzimas

digestivas permite evaluar los posibles ajustes en la capacidad digestiva para el
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sustrato correspondiente (Pradhan et al., 2013; Small 2022). La mayor actividad
especifica de amilasa y las menores actividades especificas de maltasa y lipasa en
adultos de M. liza en comparacién con las de juveniles sugieren la existencia de
ajustes digestivos diferenciales a nivel bioquimico en relacién con el estadio. El
aumento de la actividad de amilasa indica una mayor capacidad para los pasos
iniciales de la digestion de sustratos glucogénicos en adultos. El aumento de la
actividad de amilasa (ej, por la activacion de enzima preexistente y/o el aumento de
la sintesis de novo) podria compensar la aparente menor afinidad por el sustrato
(debido a la menor Km) y, por lo tanto, asegurar una capacidad amilolitica
adecuada. En varios animales, la amilasa también puede hidrolizar glucogeno
(Asaro et al. 2018; Nolasco-Soria 2021). La alta actividad de amilasa en intestino
de peces carnivoros y omnivoros les permite digerir el glucogeno de items de origen
animal (Uscanga-Martinez et al., 2011). Este también podria ser el caso de los
adultos de M. liza de la LCMCh. Como describimos anteriormente, los detritos
dentro de la LCMCh contienen elementos de origen vegetal y animal (Botto et al.,
2005; Bruno, 2014; Bruno et al., 2017). Ademds, aunque los adultos son
principalmente detritivoros y se alimentan de microalgas benténicas, también son
capaces de alimentarse de plancton y de invertebrados (Odum 1970; Withfield
2012). El espacio entre los elementos del filtro branquial conformado por las
branquiespinas y sus elementos menores aumenta alométricamente con la longitud
del cuerpo (Cardona 2016), lo que podria resultar en una menor capacidad de los
adultos para retener las particulas dietéticas mas pequefas. El coeficiente intestinal
se emplea comunmente en Mugilidae como indice de la eficiencia de la digestion
(Whitfield et al., 2012). Las diferencias en el coeficiente intestinal entre juveniles y

adultos dentro de la LCMCh sugiere la existencia de ajustes digestivos a nivel
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morfoldgico en relacién a los cambios en items dietarios como ha sido sugerido en

varios animales incluyendo peces (Sanchez-Hernandez et al., 2019).

La actividad de las enzimas de la membrana del borde en cepillo intestinal
generalmente aumenta con la edad (Goldberg et al., 2008; Wang et al., 2018). Este
no fue el caso para los adultos de M. liza dentro de la LCMCh, ya que la actividad
especifica de maltasa fue mas baja en comparacion con los juveniles, mientras que
la actividad especifica de sacarasa fue similar en ambos estadios. Las actividades
de maltasa y sacarasa en intestino de M. liza (Capitulo 1 de la presente tesis)
corresponderian al complejo maltasa-glucoamilasa independiente de sacarasay al
complejo sacarasa-isomaltasa, respectivamente (Burke 2019; Karasov y Caviedes
Vidal, 2021). La disminucién de la actividad de maltasa en el intestino de adultos,
mientras que no se produjeron cambios en la actividad de sacarasa, indica una
regulacion (ej., de enzima preexistente) independiente del complejo maltasa-
glucoamilasa. Esto es similar a lo observado en querimanas de M. liza (Capitulo 1
de la presente tesis). En querimanas de M. liza de la LCMCh, las actividades de
maltasa y sacarasa se regulan de forma independiente a diferentes tiempos luego
de la ingesta de alimento (Capitulo 2 de la presente tesis). En el intestino del pez
dorado Carassius auratus, la grelina modula la expresion de sacarasa-isomaltasa
(Blanco et al., 2017). La menor actividad de lipasa sugiere un ajuste digestivo
también en la capacidad lipolitica en adultos de M. liza. En distintas especies de
lisas como Mugil cephalus y Liza saliens, las diatomeas son la principal fuente de
lipidos (Cardona 2016). El nivel de proteasas claves (p. €j., tripsina/APN) en el
intestino es un indice de la capacidad digestiva proteolitica (Ramirez-Otarola et al.,
2011, 2018; Bakker et al. 2011; Steimberg 2018; Small 2022). La similar actividad

especifica de tripsina y de APN en el intestino sugiere que no se producirian
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cambios en la capacidad digestiva proteolitica de la dieta a nivel bioguimico entre
juveniles y adultos de M. liza en el ambiente natural. El hecho de que las actividades
especificas de sacarasa, tripsina y APN fueran similares en juveniles y adultos
(mientras que la actividad de amilasa fue mayor y las actividades de maltasa y
lipasa fueron menores en adultos) sugiere que mecanismos refinados especificos
de regulacion podrian estar involucrados en ajustes digestivos a nivel bioquimico a

lo largo de la ontogenia.

Los niveles y tipos de reservas de energia son una expresion de las
caracteristicas metabdlicas de un animal (del Valle y Lopez Mafhanes, 2012). El
higado parece ser el sitio principal de almacenamiento de glucégeno tanto en
juveniles como en adultos de M. liza, con un papel secundario del masculo. La
mayor actividad de amilasa en el intestino de adultos podria conducir a una mayor
disponibilidad potencial de glucosa. Esto podria sustentar la mayor concentracion
de glucosa libre en el higado de adultos en comparacién con juveniles. El aumento
de la concentracion de glucosa libre podria ser importante para respaldar una
mayor demanda de este metabolito en otros 6rganos como el musculo para hacer
frente a la demanda energética durante la preparacion de la migracion reproductiva
de adultos. En varios peces, el higado es una fuente importante de suministro de
glucosa para otros tejidos y el flujo neto de este metabolito se modula mediante
ajustes en las rutas catabolicas y anabdlicas (Enes et al., 2009; Polakoff et al., 2012;
Nebo et al., 2018). En peces, el masculo esquelético es un sitio importante de
captacion de glucosa a través de un transportador de tipo GLUT4 (Marin-Juez et

al., 2013; Yang et al., 2021).
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En peces, los triglicéridos constituyen la principal reserva de lipidos (Steimberg
2018, Oishi et al., 2020; Small 2022). El higado, el musculo esquelético y el tejido
adiposo son sitios de almacenamiento de triglicéridos en varios peces (Xie et al.,
2017; Albanesi et al., 2021; Small 2022). En juveniles de M. liza, de la LCMCh, el
higado parece ser el sitio principal para el almacenamiento de triglicéridos. La
menor concentracion de triglicéridos en higado de adultos en comparacion con la
de los juveniles indica que este no seria el caso de adultos. Silos valores mas bajos
de triglicéridos en higado de adultos se deben a una movilizacion de esta reserva
para rutas de gluconeogénesis (Small 2022) requiere mas investigacion. Esta idea
esta respaldada por el hecho de que la concentracion de glucosa libre fue mayor
en higado de adultos. La mayor concentracién de triglicéridos en la grasa
retroperitoneal indica su papel como sitio principal de almacenamiento en adultos.
La grasa retroperitoneal se vuelve particularmente notoria en adultos maduros de
M. liza antes de su migracion reproductiva hacia el sur de Brasil (Gonzalez-Castro
2007; Gonzéalez-Castro et al., 2009a; 2011). En este contexto, la mayor
concentracion de triglicéridos en este tejido podria representar una importante
reserva de combustible para afrontar el gasto energético de este evento. Esta idea
se ve respaldada por el hecho de que el tiempo dedicado a la alimentacién puede
disminuir drasticamente durante la migraciéon reproductiva, asi como en la
reproduccién per se (Gonzalez-Castro et al., 2009b; Cardona 2016). La menor
concentracion de triglicéridos en el musculo, indicaria que seria un sitio menor de

almacenamiento de triglicéridos tanto en juveniles como en adultos.

El higado y el musculo son sitios de reservas de proteinas en juveniles y adultos
de M. liza de la LCMCh, lo que sugiere un vinculo entre las proteasas involucradas

en los pasos finales de la digestion de proteinas, como la APN en el intestino, y la
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absorcion adecuada de aminoacidos para ser utilizados en la construccién de esta
reserva en sitios de almacenamiento. En el intestino de mamiferos, la APN forma
complejos con transportadores de aminoacidos regulando de esta manera su
absorcién (Fairweather et al., 2012; Qi et al., 2021; Farhadi et al., 2022). EIl hecho
de que la concentracion de proteinas en higado y musculo no fuera diferente a la
de los juveniles sugiere que cambios cuantitativos de esta reserva no serian parte
de las respuestas a factores internos o externos en los adultos que habitan el

interior de la LCMCh.

En resumen, los resultados del presente capitulo muestran la existencia de
modulacion diferencial y especifica de componentes clave del metabolismo de
hidratos de carbono y lipidos en relacion al estadio en M. liza (Figura 4.10), lo que
podria representar ajustes en individuos adultos relacionados a la preparacion para

afrontar la demanda energética de la migracién reproductiva y la reproduccion.
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Figura 4.10. Resumen de parametros digestivos y metabdlicos en
juveniles y adultos de M. liza. AMY: amilasa, MAL: maltasa, SAC: sacarasa, LIP:
lipasa, TRI: tripsina, APN: N-aminopeptidasa, GLU: glucégeno, GL: glucosa libre,
TAG: triglicéridos, PROT: proteinas. 1, | , = indican aumento, disminucién o sin
cambios respectivamente, con respecto al valor correspondiente en juveniles.
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Capitulo 5:

Actividad de disacaridasas y aminopeptidasa-N en intestino
de juveniles de Mugil liza: modulacion por mensajeros

guimicos
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Introduccion

La digestion constituye un proceso clave en el metabolismo, ya que determina
el grado de disponibilidad de nutrientes (ej: hidratos de carbono/proteinas)
requeridos para el mantenimiento de diversas funciones bioquimicas/fisiolégicas.
La actividad de enzimas digestivas constituye un vinculo funcional entre la
ingestion, absorcién y asimilacion de nutrientes (Karasov y Martinez del Rio, 2007,
Karasov et al., 2011; Karasov y Douglas, 2013; Karasov y Caviedes-Vidal, 2021).
En este contexto, la capacidad de un individuo para modular la actividad de enzimas
digestivas (ej. via regulacién por mensajeros quimicos primarios) es un atributo
fisiol6gico importante que puede modificar la capacidad digestiva para un sustrato
especifico y, por lo tanto, tiene importantes implicaciones para la performance de

todo el organismo (Karasov y Douglas, 2013; Fan et al., 2017; Oguchi et al., 2022).

En vertebrados, la superficie microscopica del epitelio intestinal (borde en
cepillo) cumple un rol esencial en pasos finales de la digestion de hidratos de
carbono y proteinas (Karasov y Douglas, 2013; Karasov y Caviedes-Vidal, 2021;
Small 2022). Los productos resultantes de las etapas iniciales e intermedias de la
digestion de estas macromoléculas experimentan una degradacion final por
enzimas de membrana hasta metabolitos que puedan ser absorbidos (ej. glucosa,
di/ tripéptidos, aminoacidos). Estas enzimas incluyen las disacaridasas maltasa y
sacarasa Yy la ectoproteasa aminopeptidasa-N (APN) (McConnell et al., 2011;
Mamone y Picariello, 2023). La modulacion de la actividad de disacaridasas y de
APN en el intestino constituye un mecanismo de ajuste principal en respuesta a
distintas condiciones fisiologicas y/o ambientales en varios animales (Michiels et

al., 2015a; 2017; 2020; Lopez Mafnanes et al., 2020; Brun et al., 2021a, b; Karasov
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y Caviedes-Vidal, 2021, Albanesi et al., 2024). Este es el caso para individuos de
Mugil liza en el ambiente natural (capitulo 1 y 4 de la presente tesis) y en
condiciones controladas de laboratorio (capitulos 2 y 3 de la presente tesis). Los
resultados que mostraron la modulacion especifica y diferencial de maltasa,
sacarasa y APN sugieren la existencia de posibles vias de regulacion mediada por
factores intrinsecos (capitulos 1, 2, 3y 4 de la presente tesis). En peces, diversos
mensajeros quimicos primarios actuando a distancia o en forma paracrina controlan
varias funciones en intestino (Blanco et al., 2017; Small 2022). Sin embargo, los
mecanismos de regulacion de la actividad de enzimas digestivas estan muy poco

comprendidos.

En diversos tejidos de varios animales, el Ca** extracelular actia como primer
mensajero a través del receptor sensible al calcio CaSR (Zhang et al., 2018). En
intestino de mamiferos, CaSR estéa involucrado en la regulacién de varios procesos
fisiologicos y actia como un sensor de nutrientes coordinando la digestion y
absorcion (Ding et al.,, 2018; Calo et al., 2021; Gushchina et al., 2023). En
hepatopancreas del cangrejo eurihalino Neohelice granulata, se demostré que el
Ca** extracelular, actuando como mensajero quimico primario, regula in vitro la
actividad de APN (Michiels et al., 2020). Aminas biogénicas tales como la dopamina
y la histamina regulan componentes clave en procesos digestivos y metabalicos (ej.
actividad y/o secrecion de enzimas digestivas) en varios animales (Michiels et al.,
2013; 2015a; 2017; Fan et al., 2017; Gribble y Reimann, 2019; Chen et al., 2023;
Biradar y Ganesh, 2023). En peces, la dopamina participa en la regulacion de una
amplia gama de funciones desde el control motor hasta la ingesta de alimento
(Mufioz et al., 2021). En el bacalao del Atlantico Gadus morhua y la trucha arcoiris

Oncorhynchus mykiss, la histamina estimula varias funciones en el tracto digestivo
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incluyendo la secrecion de acido (Peitsaro et al., 2007; Jonsson y Holmgren, 2011,

Serna-Duque y Esteban, 2020).

En este contexto en el presente capitulo se determiné el posible efecto in vitro
de Ca+ extracelular y de dopamina e histamina sobre las actividades de maltasa,

sacarasa y APN en intestino de juveniles de M. liza.

Materiales y Métodos

Captura y mantenimiento de juveniles

Individuos juveniles de M. liza fueron capturados en la Zona Ill (ver mapa en
Introduccion General de la presente tesis) de la LCMCh (Gonzalez-Castro et al.,
2009b) como se describié en el capitulo 4 de la presente tesis. La identificacion
taxonomica de los peces se realiz6 de acuerdo a Gonzalez Castro et al., (2012) y
Cousseau Yy Perrotta (2013). Los juveniles fueron transportadas al laboratorio en

agua del sitio de recoleccion.

Los individuos fueron mantenidos en acuarios durante 10 dias en condiciones
controladas de salinidad (8 ups) y temperatura (20°C) bajo fotoperiodo natural. El
agua de los acuarios fue constantemente aireada y filtrada (Albanesi et al., 2024).
Los juveniles (n=5) se alimentaron ad libitum dos veces al dia con alimento
comercial (alimento TetraMin, hojuelas tropicales) pero fueron privados de alimento

24 h antes de los experimentos.
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Incubacién con secciones de intestino

Secciones de intestino (50 mg) se incubaron en ausencia o en presencia de
Ca*210-4M,Ca*?2 + EGTA 10~*M, dopamina 10 M e histamina 10*M en 1 ml de un
medio conteniendo: NaCl (400 mM), KCI (1M), MgCl2 (0,005g), HsBOs (0,02 g), pH
7,6 a 30°C. Después de 30 minutos de incubacion, se separd el medio de
incubacion y se homogeneizo el tejido como se describié en Materiales y Métodos
del capitulo 1 de la presente tesis para determinar la correspondiente actividad

enzimatica. .

Este estudio se realizé siguiendo protocolo aprobado por el Comité de Etica
(CICUAL) de la facultad de Ciencias Exactas y Naturales (RD 2022-105 FCEyN,

UNMdP, Argentina).

Determinaciones cuantitativas

Las actividades de maltasa, sacarasa, y APN en intestino se determinaron

como se describié en Materiales y Métodos del Capitulo 1 de la presente tesis.

Anédlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico Sigma-
Plot 12.0 para Windows, el cual realiza automaticamente un test previo de igualdad
de varianzas y normalidad. Se utilizo el analisis de varianza (ANOVA de una via)
Un valor de p <0,05 fue considerado significativo. Se realizaron pruebas a posteriori

de ANOVA (Bonferroni) para identificar las diferencias.
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Resultados

Efecto in vitro de mensajeros quimicos sobre la actividad de maltasa, sacarasa

y APN en intestino de juveniles.

Ca?* extracelular 10*M no tuvo efecto sobre las actividades de maltasa y

sacarasa en intestino de juveniles de M. liza (Figura 5.1 a, b).
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Figura 5.1 Efecto in vitro de Ca?* extracelular 10“ M sobre la actividad de
maltasa (a) y sacarasa (b) en intestino de juveniles de M. liza. Ausencia (control)
y en presencia de Ca?* y Ca?* + EGTA (10“M). Los datos son la media + S.D para
5 individuos.

Ca?* extracelular 10*M no tuvo efecto sobre la actividad de APN en intestino

de juveniles de M. liza (Figura 5.2).
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Figura 5.2 Efecto in vitro de Ca?* extracelular 10*M sobre la actividad de
APN en intestino de juveniles de M. liza. Ausencia (control) y en presencia Ca?*
y Ca?* + EGTA (10-4M). Los datos son la media + S.D para 5 individuos.

Dopamina 10* M aumenté (alrededor del 86 y 98%, respectivamente) las
actividades de maltasa y sacarasa in vitro en intestino de juveniles de M. liza
(Figura 5.3 a, b). Histamina 10* M no afecté las actividades in vitro de ambas

disacaridasas
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Figura 5.3 Efecto in vitro de aminas biogénicas (dopamina 10“M e
histamina 10“M) sobre las actividades de maltasa (a) y sacarasa (b) en
intestino de juveniles de M. liza. Ausencia (control) y en presencia de dopamina
o histamina.*Indica diferencia significativa con respecto a la actividad en ausencia
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del correspondiente de mensajeros quimicos (One-Way ANOVA p < 0,05). Los
datos son la media + S.D para 5 individuos.

Dopamina 10* M e histamina 10* M aumentaron (alrededor del 73 y 57%,
respectivamente) la actividad de APN in vitro en intestino de juveniles de M. liza

(Figura 5.4).

800-
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Figura 5.4 Efecto in vitro de aminas biogénicas (dopamina 10“M e
histamina 10*M) sobre la actividad de APN en intestino de juveniles de Mugil
liza. Ausencia (control) y en presencia de dopamina o histamina. *Indica diferencia
significativa con respecto a la actividad en ausencia del correspondiente mensajero
guimico (One-Way ANOVA p < 0,05). Los datos son la media £+ S.D para 5
individuos.

Discusion

Los resultados del presente capitulo muestran la modulacion diferencial de la
actividad de maltasa, sacarasa y APN por dopamina e histamina en intestino de
juveniles de M. liza sugiriendo el rol de estas aminas biogénicas como mensajeros
guimicos primarios en la regulacion de componentes claves de los pasos finales de

la digestion de hidratos de carbono y proteinas.
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A pesar de su importancia fisiologica inherente, la modulacion de enzimas
digestivas por mensajeros quimicos primarios en el intestino de peces ha sido poco
investigada (Blanco et al., 2017; Bertucci et al., 2018). En intestino de mamiferos
el Ca?* extracelular via un receptor sensible al calcio (CaSR) actlia como un sensor
de nutrientes coordinando la digestion y absorcion (Ding et al., 2018; Calo et al.,
2021; Gushchina et al.,, 2023). La presencia de CaSR se ha identificado en el
intestino de varios peces como la tilapia, Oreochromis mossambicus, el lenguado
Pleuronectes americanus, el salmon del Atlantico Salmo salar y la trucha arco iris
O. mykiss (Nearing et al., 2002; Radman et al., 2002; Loretz et al., 2007). En peces
marinos, el CaSR media la secrecién de HCO*? y la absorcién de agua en intestino
(Gregorio y Fuentes, 2018). Trabajos previos de nuestro laboratorio demostraron la
estimulaciéon in vitro por Ca?" extracelular 104 M de la actividad de APN en
hepatopancreas del cangrejo eurihalino Neohelice granulata sugiriendo su rol como
mensajero quimico primario en la regulacion de una enzima digestiva (Michiels et
al., 2020). El hecho que no se observo variacion in vitro de la actividad especifica
de maltasa, sacarasa y APN sugiere que el Ca?* extracelular no estaria involucrado
en la regulacion de enzimas de membrana en borde en cepillo en el intestino de
juveniles de M. liza. Sin embargo, se necesitan mas experimentos (ej curvas dosis
respuestas) para definir el rol del Ca?* extracelular en la regulaciéon de enzimas

digestivas en intestino de M. liza.

En mamiferos, la dopamina actuando como neurotransmisor o en forma
paracrina esta involucrada en la regulacion de varios procesos digestivos y
metabolicos en tracto gastrointestinal (Liu y Zhu, 2020; Feng et al., 2021; Zheng et
al.,, 2021). En pancreas, la dopamina regula la secrecion de varias enzimas

digestivas (Chandra y Liddle, 2020; Hong et al., 2021). En peces, la dopamina
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participa en la regulacion de una amplia gama de funciones, desde el control motor
hasta la ingesta de alimento (Mufioz et al., 2021). Algunos estudios en peces han
sugerido la participacién de vias dopaminérgicas en la regulacion central de la
ingesta de alimento (Conde-Sieira et al., 2018; Soengas et al., 2018). En el pez
dorado Carassius auratus se ha determinado que el ayuno puede inducir una
disminucién en el contenido de dopamina en el hipotalamo (De Pedro et al., 2001).
Se desconoce aun su posible efecto sobre la actividad de enzimas digestivas en
intestino de peces. La estimulacion por dopamina de la actividad de maltasa,
sacarasa y APN en intestino de M. liza sugiere su rol como mensajero quimico
primario para la regulacion de enzimas digestivas y su efecto directo en el intestino.
El aumento de la actividad de maltasa, sacarasa y APN inducido por dopamina
podria conducir a la regulacion de funciones digestivas clave tales como los
procesos finales de la digestion de hidratos de carbono y proteinas. Trabajos
previos de nuestro laboratorio demostraron el efecto in vivo de dopamina sobre la
actividad de lipasa en hepatopancreas del cangrejo eurihalino Cyrtograpsus
angulatus y el efecto in vitro de dopamina sobre la actividad de lipasa y APN en
hepatopancreas de N. granulata sugiriendo el rol de esta amina biogénica como
modulador de la actividad de enzimas digestivas y su efecto directo sobre el

hepatopancreas (Michiels et al., 2013; 2015a, b; 2017; 2020).

En tracto digestivo de mamiferos, la histamina tiene un papel principal en la
regulacion de enzimas y canales claves involucrados en procesos de digestion y
absorcion (Sander et al.,, 2006; Ramsay y Carr, 2011; Deiteren et al., 2015). La
estimulacion por histamina 10* M de la actividad de APN sugiere su rol en la
regulacion de componentes clave de la digestidon proteica en intestino de juveniles

de M. liza. La estimulacion por histamina de la APN podria conducir a un aumento
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en la capacidad para pasos finales de la digestidn proteica y por ende a una mayor
provision de metabolitos resultantes. En mamiferos, la histamina cumple un rol
esencial en la regulacion de componentes claves para la digestion de proteinas
dietarias en el tracto digestivo (ej. modulacion de la secrecion de acido;
estimulacion de enzimas claves tales como anhidrasa carbonica y de sistemas de
transporte de membrana apical) (Kim y Hong 2023). En hepatopancreas del
cangrejo eurihalino C. angulatus la histamina modula in vivo e in vitro la actividad
de tripsina sugiriendo el rol de esta amina biogénica como modulador de la actividad
de proteasas clave y su efecto directo sobre este 6rgano (Michiels et al. 2013;
2017). En el tracto digestivo de mamiferos, las acciones fisiol6gicas de la histamina
estan mediadas por receptores de membrana especificos acoplados a distintas vias
de sefializacion, como la del AMPc y el Ca?* (Venerito y Malfertheiner, 2010 ; Chang
y Leung, 2014; Lopez et al., 2020 ). En el pez cebra Danio rerio se ha demostrado
la expresion del receptor H1 en intestino (Peitsaro et al., 2007). Por otro lado, el
hecho que la histamina incrementd la actividad de APN mientras que no tuvo efecto
sobre la actividad de maltasa o sacarasa sugiere el posible rol especifico de la
histamina en la regulacion de la digestion proteica en juveniles de M. liza. Sin
embargo, no se puede descartar la posible sensibilidad diferencial de maltasa o

sacarasa a esta amina biogénica.

Debido a que la APN esta anclada a la membrana en borde en cepillo (Chen et
al., 2013; Amin et al., 2018) es necesario realizar futuros trabajos para evaluar si
posibles mecanismos de accion de la dopamina e histamina involucran la activacion
directa por unién del mensajero quimico a la proteina; la regulacidon por estas
aminas biogénicas de activadores y/o inhibidores endégenos de la APN; o la

modulacion de la retranslocacion de APN hacia la membrana apical desde sitios de
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reserva intracelular. Por otro lado, la estimulacién de la actividad de APN por
dopamina e histamina sugiere que esta enzima estaria bajo regulacién multiple por
diferentes mensajeros quimicos en intestino de juveniles de M. liza. En
hepatopancreas de N. granulata la actividad de APN esté bajo control por diferentes
mensajeros quimicos representativos de distintas vias de sefalizacién (Michiels et

al., 2020).

En resumen los resultados de este capitulo muestran la estimulacion diferencial
in vitro por dopamina e histamina de las actividades de maltasa, sacarasa y APN
lo cual sugiere el rol de estos mensajeros quimicos en la regulacion de enzimas
digestivas por efecto directo en el intestino de juveniles de M. liza (Figura 5.5). Los
resultados presentados en capitulos previos de la presente tesis mostraron la
modulacion diferencial de la actividad de maltasa, sacarasa y APN en intestino en
diferentes estadios de M. liza (capitulo 1 y 4) y en intestino de querimanas en
respuesta a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento (capitulo 2) y a un

cambio abrupto de salinidad (capitulo 3).
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Figura 5.5. Resumen de efecto in vitro de mensajeros quimicos sobre la
actividad de maltasa, sacarasa y APN en secciones de intestino de juveniles
de M. liza. 1, | , = indican aumento, disminucién o sin cambios respectivamente,
con respecto a la actividad en ausencia del correspondiente mensajero quimico.

127



Tesis doctoral: Lic. Camila Albanesi

Consideraciones finales

La flexibilidad fenotipica implica variaciones reversibles dentro de un individuo
en rasgos fenotipicos a diferentes niveles (por ejemplo, bioquimico, fisiol6gico,
morfolégico) lo que puede aumentar las probabilidades de supervivencia de los
animales frente a diferentes condiciones internas y externas. Estos cambios
implican, en muchos casos, ajustes en la capacidad digestiva y una reorganizacion
metabdlica. Las enzimas digestivas cumplen un rol fisiol6gico esencial ya que
constituyen un vinculo entre la digestion y absorcion de nutrientes. Asi, la existencia
y modulacion de la actividad de enzimas digestivas (carbohidrasas, lipasas,
proteasas) en tracto digestivo constituyen un factor clave que afecta la capacidad
digestiva para sustratos especificos. Cuando se determina junto con la
concentracion de reservas de energia permite conocer posibles ajustes
digestivo/metabdlicos a nivel bioquimico, evaluar la condicion de los individuos y
establecer la naturaleza de los componentes dietarios y/o de reserva que pueden
ser potencialmente utilizados para hacer frente a diferentes condiciones fisiol6gicas
y/o ambientales. En este contexto, resulta evidente la importancia de realizar este
tipo de estudios en especies de interés regional, ecolégico y/o econémico tales

como mugilidos marinos estuarino-dependientes.

Los resultados de la presente tesis representan un estudié integrativo sobre
flexibilidad fenotipica digestiva/metabdlica a diferentes niveles en individuos del pez

marino estuarino-dependiente Mugil liza de la LCMCh.
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- Se estudio el perfil digestivo/metabdlico de querimanas de M. liza luego del
reclutamiento en el ambiente natural en la LCMCh (Capitulo 1). Para ello, se
determind la existencia y caracteristicas bioquimicas de actividad de amilasa,
maltasa, sacarasa, lipasa, tripsina y aminopeptidasa- N (APN) en intestino y la
concentracion de sustratos de energia (glucogeno, triglicéridos, proteinas) en
organos de reserva. Individuos querimanas exhibieron una bateria digestiva a nivel
bioguimico adecuada para la potencial digestion de diferentes sustratos dietarios
gue les permitiria sostener el habito alimenticio detritivoro dentro de la LCMCh
luego del reclutamiento. La existencia de actividad de enzimas digestivas de
membrana tales como maltasa, sacarasa y APN en intestino sugiere la madurez
intestinal y la capacidad para la digestion extracelular en estadios tempranos de M.
liza. Se determiné que el higado y musculo constituyen sitios de reserva de
glucégeno, triglicéridos y proteinas. Se demostré que el valor de coeficiente
intestinal en querimanas de M. liza de la LCMCh se corresponderia con una dieta

de tipo detritivora (Capitulo 1).

- Se estudié la existencia de flexibilidad fenotipica digestiva/metabdlica a
diferentes niveles en querimanas de M. liza en relacion a la edad en el ambiente
natural luego del ingreso a la LCMCh (Capitulo 1). Querimanas tardias exhibieron
un mayor coeficiente intestinal, mayor actividad de amilasa, sacarasa, lipasa y APN
en intestino y una diferente distribucion de reservas de energia en musculo que
guerimanas tempranas lo que sugiere la existencia de ajustes digestivos
diferenciales que podrian sustentar el crecimiento dentro de la laguna luego del

reclutamiento.
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- Se estudid la existencia de flexibilidad fenotipica digestiva/metabdlica en
guerimanas tardias de M. liza en respuesta a diferentes tiempos luego de la ingesta
de alimento y luego de la re-alimentacion (Capitulo 2). Se determiné la actividad
de amilasa, maltasa, sacarasa, lipasa, tripsina y APN, la concentracion de
glucégeno, triglicéridos y proteinas en oOrganos de reserva y pardmetros
morfolégicos y de condicion fisica (peso corporal) a diferentes tiempos luego de la
ingesta de alimento y luego de la re-alimentacién. Se demostré la disminucion
temporal diferencial de la actividad de carbohidrasas y lipasa a diferentes tiempos
luego de la ingesta de alimento en intestino y de la concentracion de reservas de
glucégeno vy triglicéridos en higado y mdasculo; la disminucion del coeficiente
intestinal y la pérdida de peso corporal a las 144 h luego de la ingesta de alimento.
La recuperacion del peso corporal, el coeficiente intestinal, la actividad de
carbohidrasas y de reservas de glucdégeno mientras que la actividad de lipasa y la
concentracion de triglicéridos en el musculo se mantuvieron disminuidas sugeriria
gue la regulaciébn de componentes clave de la homeostasis de glucosa seria
suficiente para recuperar la condicion fisica luego de la re-alimentacién. El
mantenimiento de la actividad de tripsina y de APN en el intestino y de la
concentracion de proteinas en higado y musculo podria ser un factor importante
gue permitiria la supervivencia en respuesta a una privacion de alimento de hasta
240 h (Capitulo 2). La flexibilidad digestiva/metabdlica a diferentes niveles les
permitiria a querimanas de M. liza enfrentar periodos de alimentacion irregular

dentro de la LCMCh luego del reclutamiento.

- Se estudid la respuesta osmorregulatoria y la posible existencia de
flexibilidad digestiva/metabdlica a diferentes niveles en querimanas tempranas de

M. liza en respuesta a un cambio amplio y abrupto de salinidad (Capitulo 3). Se
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determind la actividad de amilasa, sacarasa, lipasa, y APN en intestino, la
concentracion de glucogeno, triglicéridos y proteinas en dérganos de reserva y
parametros morfolégicos y de condicidn fisica (peso corporal) antes y luego de un
cambio abrupto de alta (31 ups) a baja (10 ups) salinidad. Los cambios en la
respuesta osmoregulatoria de hipo-regulacién en 31 ups a hiper-regulacion en 10
ups demostro la flexibilidad osmorregulatoria de querimanas tempranas de M. liza.
Las respuestas diferenciales en la actividad de amilasa, sacarasa y lipasa, la
concentracion de reservas de energia y el coeficiente intestinal sugieren una
reorganizacion metabdlica especifica en relacion al tipo de respuesta
osmorregulatoria (hipo- o hiper-regulacion) (Capitulo 3) Esta reorganizacion
metabdlica en relacion a las diferentes respuestas osmorregulatorias podria ser un
componente importante para soportar las condiciones heterogéneas de salinidad
gue deben enfrentar querimanas tempranas de M. liza luego del reclutamiento en

la LCMCh.

- Se estudio el perfil digestivo/metabdlico de juveniles y adultos de M. liza que
cohabitan dentro de la LCMCh en el ambiente natural (Capitulo 4). Se determinaron
la existencia y caracteristicas bioquimicas de carbohidrasas (amilasa, maltasa y
sacarasa), lipasa y proteasas (tripsina y APN) en intestino y la concentracion de
sustratos de energia (glucogeno, triglicéridos, proteinas) en 6rganos de reserva.
Individuos juveniles y adultos exhibieron una bateria digestiva a nivel bioquimico
cualitativamente similar y adecuada para la hidrolisis completa de diferentes items
dietarios. Sin embargo, el valor diferencial de Km de las actividades de amilasa y
tripsina sugieren la posible existencia de diferentes isoformas en adultos. Se
determind que el higado y el masculo constituyen sitios de reserva de glucogeno,

triglicéridos y proteinas en juveniles y adultos. En adultos se detect6 la presencia
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de grasa retroperitoneal la cual constituy6 el principal sitio de almacenamiento de
triglicéridos (Capitulo 4). Se demostré que el valor de coeficiente intestinal en

juveniles y adultos se corresponderia con una dieta de tipo detritivora.

- Se estudié la existencia de flexibilidad fenotipica digestiva/metabdlica a
diferentes niveles en relacion al estadio en juveniles y adultos de M. liza que
cohabitan dentro de la LCMCh en el ambiente natural (Capitulo 4). Los adultos
exhibieron una mayor actividad de amilasa y una menor actividad de sacarasa y
lipasa en intestino y mayor concentracion de glucosa libre en higado y masculo que
juveniles. La modulacion diferencial y especifica de componentes clave del
metabolismo de hidratos de carbono y lipidos, y la distribucion diferencial de
triglicéridos en juveniles y adultos de M. liza sugiere que estos ajustes podrian estar
relacionados a la preparacion de adultos para afrontar la demanda energética de la

migracion reproductiva.

- Se estudié en juveniles de M. liza el posible rol de mensajeros quimicos
primarios involucrados en la regulacion de diferentes funciones en tracto digestivo
sobre la actividad de enzimas digestivas clave de membrana involucradas en pasos
finales de la digestion de hidratos de carbono y proteinas. El aumento in vitro por
dopamina de la actividades de maltasa, sacarasa y por dopamina e histamina de la
actividad de APN en intestino sugiere el rol de estas aminas biogénicas en la
regulacion de estas enzimas por efecto directo en el tejido y la existencia de
mecanismos de regulacion diferenciales de componentes clave de la digestion de

hidratos de carbono y de proteinas (Capitulo 5).

Los resultados de la presente tesis muestran que querimanas, juveniles y

adultos de Mugil liza de la LCMCh presentan caracteristicas digestivas /metabdlicas
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y flexibilidad fenotipica digestiva/metabdlica a distintos niveles que les permitiria
enfrentar el reclutamiento en la laguna (querimanas), el crecimiento y la preparacién

para la migracion reproductiva hacia el mar en relacion a su estilo de vida diddromo.

Por otro lado, los resultados de la presente tesis aportan informacién y
contribuyen a incrementar el conocimiento sobre la fisiologia bioquimica digestiva
y metabdlica de peces teledsteos en general y de peces estuarino-dependientes en
particular, cubriendo un area de vacancia hasta el presente de la fisiologia
bioquimica, ecolégica y ambiental de estos organismos. Ademas, contribuyen
también al conocimiento del rol ecolégico que cumplen los ambientes mixohalinos
(ej. Laguna Costera Mar Chiquita) en diferentes estadios de peces marinos

estuarino-dependientes.

Los resultados de modulacion de enzimas digestivas y de reservas de energia
por factores internos y/o externos en M. liza constituyen un potencial punto de
partida para futuros estudios sobre mecanismos de regulaciébn de componentes
claves del metabolismo de hidratos de carbono, lipidos y proteinas. El conocimiento
de estos mecanismos resulta de fundamental importancia no solo para el
conocimiento general de la fisiologia de esta especie sino también por su potencial
aplicacion en proyectos de acuicultura. En este contexto, la bateria de enzimas
digestivas a nivel bioquimico de querimanas, juveniles y adultos de M. liza permitiria
utilizar dietas ricas en hidratos de carbono permitiendo abaratar costos de
mantenimiento. Por otro lado, las respuestas de las querimanas frente a la privacion
de alimento y su capacidad hiper-regulatoria permitiria la disminucion en la
frecuencia de la alimentacion y la utilizacion de condiciones de salinidad que podria

implicar una disminucion en los costos de mantenimiento. Ademas, las respuestas
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de las actividades de maltasa, sacarasa y APN en intestino de juveniles a aminas
biogénicas sugiere la posibilidad de la utilizacion de mensajeros quimicos que

podrian estimular la capacidad digestiva para hidratos de carbono y proteinas.
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