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RESUMEN

Pseudoplatystoma punctifer posee un gran potencial para la acuicultura, pero la alta tasa de canibalismo
existente durante su etapa temprana de vida dificulta por ahora su cultivo a gran escala. Una nutricién adecuada
reduce significativamente la incidencia de canibalismo y el conocimiento de la ontogenia funcional del sistema
digestivo es esencial para adaptar el protocolo de alimentacién a las capacidades digestivas de esta especie y
asi aumentar la produccion de semilla. Por tanto, el objetivo del presente estudio fue analizar la expresion de
los principales genes implicados en la digestion (amilasa, tripsina, quimotripsina, pepsindgeno, fosfolipasa,
lipoproteina lipasa y neuropéptido Y) durante el desarrollo larvario y juvenil temprano de P. punctifer. Los
resultados mostraron que esta especie cuenta con la maquinaria enziméatica necesaria para digerir el alimento
exogeno antes de la primera alimentacion (4 dpf). La expresion de los genes siguid el perfil comdn de una
especie carnivora con un aumento significativo en la expresion de pepsindgeno a partir de los 10 dpf para pasar
de una digestién proteica bésica en el intestino (tripsina, quimotripsina) a una digestién proteica acida méas
eficiente en el estomago (pepsina). Por tanto, P. punctifer estd preparada para ser destetada con dietas
complejas a partir de 10 dpf. Los resultados también mostraron que el cambio de dieta durante la etapa juvenil
moduld la actividad enzimatica a nivel transcripcional, por lo que el analisis de la expresion de los precursores
enzimaticos digestivos sera de utilidad en estudios nutricionales dirigidos a establecer la composicion
nutricional 6ptima para esta especie.

Palabras claves: Pseudoplatystoma punctifer, expresion génica, enzimas digestivos, ARNm, PCR tiempo real.

ABSTRACT

Pseudoplatystoma punctifer has a great aquaculture potential, although the high rate of cannibalism existing
during its early life stages hampers its rearing at large scale. An adequate nutrition is known to significantly
reduce the incidence of cannibalism. Knowledge of the functional ontogeny of the digestive system is essential
for adapting the feeding protocol to the digestive capacities of this species and thus increase the production of
the seed. The goal of the present study was to analyze the expression of the main genes involved in digestion
(amylase, trypsin, chymotrypsin, pepsinogen, phospholipase, lipoprotein lipase and neuropeptide Y) during
the larval and early juvenile development of P. punctifer. Results showed that this species counts with the
enzymatic machinery necessary to digest exogenous food before first feeding (4 dpf). The expression of genes
followed the common profile of a carnivorous species with a significant increase in the expression of
pepsinogen from 10 dpf to switch from a basic protein digestion in the intestine (trypsin, chymotrypsin) to a
more efficient acidic protein digestion in the stomach (pepsin). Therefore, P. punctifer is ready to be weaned
with complex diets from 10 dpf. Results also showed that changes in the diet during the juvenile stage
modulated the enzymatic activity at transcriptional level, therefore the analysis of the expression of digestive
precursors could be helpful in nutritional studies aimed at establishing the optimal nutritional composition for
this species.

Keywords: Pseudoplatystoma punctifer, gene expression, digestive enzyme precursors, mRNA, real time PCR.

INTRODUCCION

La piscicultura de la doncella, Pseudoplatystoma punctifer, especie amazoénica muy apreciada para el consumo
y de elevado interés comercial, no se ha desarrollado hasta el momento debido a la ausencia de un protocolo
de cultivo, especialmente de alimentacion, adecuado a las etapas tempranas de vida, en las que un crecimiento
y una supervivencia dptimos son necesarios para garantizar la produccién de semilla a gran escala. Estudios
recientes han permitido avanzar en el conocimiento de la ontogenia del sistema digestivo y la nutricién de esta
especie (Gisbert et al., 2014, Darias et al., 2015, Fernandez-Méndez et al., 2015, Castro-Ruiz et al., 2019). Sin
embargo, sigue existiendo una elevada tasa de mortalidad debido a un alto indice de canibalismo, por lo que
se hace necesario profundizar en los conocimientos de fisiologia digestiva de esta especie, especialmente en
las capacidades digestivas, las necesidades nutricionales y en cémo los alimentos suministrados influyen en
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los procesos digestivos para poder optimizar el protocolo de alimentacion. La biologia molecular permite
responder a estas necesidades de conocimiento a través del estudio de la expresion de genes implicados en la
digestién, evaluando asi la modulacién de dichos genes a lo largo del desarrollo y en funcion de la dieta
suministrada. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue generar conocimientos sobre las capacidades
digestivas de la doncella durante sus etapas tempranas de vida, a través del estudio de la expresion de genes
implicados en la digestion, para contribuir a desarrollar un protocolo de alimentacion optimizado para esta
especie que permita el desarrollo de su piscicultura en la Amazonia peruana.

MATERIALES Y METODOS

Las larvas y juveniles de doncella fueron obtenidos por induccién hormonal de una pareja de reproductores
mantenidos en cautividad en el Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (I1AP, Iquitos). Los
huevos fertilizados fueron incubados en incubadoras cilindrico-conicas de 40 L a 27 °C. Las larvas
eclosionaron 18 h mas tarde y fueron transferidas a los 4 dias post fertilizacién (dpf) a tanques de 40 L
conectados a un sistema de recirculacion de agua con filtros bioldgicos y mecénicos. Las larvas fueron
cultivadas por triplicado (90 larvas L), bajo un fotoperiodo de OL:24D y alimentadas con nauplios de artemia
hasta los 17 dpf. A partir de este momento, los juveniles fueron destetados gradualmente durante 3 dias con
una dieta balanceada (proteina cruda 58%, lipidos 15%). A partir de los 20 dpf y hasta el final del experimento
los juveniles s6lo fueron alimentadas con la dieta balanceada.

Se aislaron y secuenciaron parcialmente los genes amilasa, tripsina, quimotripsina, pepsindgeno, fosfolipasa,
lipoproteina lipasa, neuropéptido Y y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa de la doncella y posteriormente
se disefiaron primes especificos para el analisis de la expresion génica a lo largo del desarrollo. Para ello, se
colectaron por triplicado 200 mg de peso himedo de larvas y juveniles de doncella a 3, 10, 13, 18 y 24 dpfy
se conservaron en RNAlater a -80 °C hasta su analisis. Se extrajo el ARN total de los individuos colectados
usando Trizol™ (Invitrogen) de acuerdo al protocolo del fabricante. Se midié la concentracién del ARN
extraido por espectrofotometria (NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia) y se determin6
su pureza midiendo la absorbancia a 260 nm y 280 nm. Se verifico la calidad del ARN extraido mediante un
gel de agarosa al 1%. Se retrotranscribié 1 pg de ARN total a ADNc con el uso del kit Super Script™ First-
Strand Synthesis System (Invitrogen), previo tratamiento con ADNasa |. Las reacciones de retrotranscripcion
se llevaron a cabo en un termociclador (Mastercycle R nexus GSX1, Eppeendorf AG, Hamburg, Alemania) de
acuerdo al protocolo del fabricante. Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo por triplicado en un
Termociclador 7300 Real Time (Applied Biosystems, Roche). EIl master mix se preparo a partir de 10 ul SYBR
Green Supermix (Life Technologies), 20 uM de cada primer y 1 pl de ADNc (dilucién 1/20) en un volumen
final de 20 pl. Las condiciones de amplificacion fueron: 10 min a 95 °C, 40 ciclos [20 seg a 95 °C, 1 min a
60°C, 15seg a 95 °C] y 15 seg a 60 °C. Se determino la eficiencia (E) de los gPCRs para cada gen a partir de
la pendiente obtenida del analisis de expresion de la curva estandar de cada gen usando el programa de Applied
Biosystems y aplicando la ecuacion E=10[-1/slope], donde E corresponde a la eficiencia de la amplificacion.
El ratio de la expresién génica relativa para cada gen se calcul6 segun Pfaffl (2001) y la expresién génica
relativa fue normalizada usando el gen gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, ya que mostré un nivel de
expresién constante durante el periodo analizado.

Los resultados se expresaron en promedio + desviacidn estandar (n=9). Previa comprobacién de la normalidad
(Kolmogorov—Smirnov) y homogeneidad de la varianza (Bartlett) de los datos, se llevé a cabo el ANOVA de
una via para analizar las diferencias de expresion de los genes digestivos durante el desarrollo de la doncella.
Cuando se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) se uso el test a posteriori de Holm-Sidak para
discriminar las diferencias mediante comparaciones multiples por pares. Los analisis estadisticos se realizaron
con el software Sigma Stat 3.0 (Systat Software Inc., Richmond, EEUU).

RESULTADOS

El perfil de expresion de los genes analizados durante el desarrollo de la doncella se muestra en la Fig. 1. La
expresién de todos los genes fue detectada desde los 3 dpf. El nivel de expresion de la amilasa se duplicd de
los 3 a los 10 dpf, para posteriormente disminuir a la mitad de los 10 a los 13 dpf y mantenerse constante hasta
los 18 dpf. Entre los 18 y los 24 dpf, el nivel de expresion de la amilasa aument6 3 veces. El nivel de expresion
del tripsinégeno aumentd de los 3 a los 10 dpf, luego disminuy6 a los 13 dpf para luego aumentar
progresivamente hasta el final del periodo estudiado. El nivel de expresion de la quimotripsina aumento 4 veces
desde los 3 a los 10 dpf. De los 10 a los 13 dpf el nivel de expresion volvio a descender a valores cercanos a
los obtenidos a los 3 dpf y continu6 descendiendo progresivamente hasta los 18 dpf para mantenerse constante
hasta los 24 dpf. El nivel de expresion del pepsinégeno aumento significativamente de los 10 a los 13 dpfy
continud aumentando significativamente y de manera exponencial hasta el final del periodo estudiado. La
expresion de la fosfolipasa aument6 significativamente de los 3 a los 10 dpf para luego mantenerse constante
hasta los 24 dpf. El nivel de expresion de la lipoproteina lipasa aumento significativamente de los 3 a los 10
dpf, luego se mantuvo constante hasta los 13 dpfy volvié a aumentar de los 13 a los 18 dpf para posteriormente
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mantenerse constante hasta el final del periodo estudiado. El nivel de expresion del neuropéptido Y incremento
de los 3 a los 10 dpf, se mantuvo constante entre los 10 y los 13 dpf, posteriormente volvi6 a disminuir entre
los 13y los 18 dpf para mantenerse constante hasta los 24 dpf.
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Fig.1 Expresion génica relativa de los genes digestivos estudiados durante la ontogenia de Pseudoplatystoma
punctifer. Los resultados estan expresados como promedio + desviacion estandar (n=9). Las letras indican
diferencias significativas (ANOVA de una via, P < 0.05).

DISCUSION

Este estudio muestra que la transcripcion de los diferentes genes digestivos analizados esta programada
genéticamente, ya que el ARNm fue detectado a los 3 dpf, antes de la primera alimentacién exdgena (4 dpf).
Estos resultados concuerdan con los encontrados para otras especies (Cahu et al., 2004, Darias et al., 2006,
2007a, b). Ademas, el perfil de expresion de los genes digestivos muestra un patron comin de expresion para
peces carnivoros, caracterizado por un nivel elevado de expresion de pepsindgeno en las glandulas gastricas
del estdbmago, responsable, junto con el &cido clorhidrico, de la digestién acida de proteinas complejas (Darias
et al., 2005, 2007b). Sin embargo, la expresion de la amilasa durante la ontogenia no siguié el perfil habitual
observado en otras especies, caracterizado por un elevado nivel de expresion al inicio del desarrollo para
posteriormente disminuir progresivamente hasta el final de la etapa larvaria (Péres et al., 1998, Cahu et al.,
2004, Darias et al., 2006). En el caso de la doncella, la expresion de la amilasa aumenté considerablemente
durante el desarrollo larvario para luego disminuir entre los 10 y los 13 dpf, edad a la que se considera finalizada
la etapa larvaria en esta especie (Gisbert et al., 2014, Castro-Ruiz et al., 2019). Por otro lado, entre los 18 y los
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24 dpf se produjo un aumento de la expresion de la amilasa en respuesta al cambio de régimen alimenticio
(paso de artemia a alimento balanceado) y, por tanto, para adaptar la actividad enzimatica al contenido en
carbohidratos de la nueva dieta suministrada. Este cambio en la expresion de la amilasa, se tradujo en un
cambio en la actividad de dicha enzima (Castro-Ruiz et al., 20019), mostrando que en esta especie se produce
una modulacion de la actividad de la amilasa a nivel transcripcional durante la etapa juvenil. Los resultados de
expresion de la amilasa sugieren que esta especie posee potencial para digerir un alto contenido en
carbohidratos, lo que supone una ventaja, ya que permitiria ahorrar proteinas en la formulacién de alimento
balanceado para esta especie, tal y como han sugerido los resultados obtenidos de estudios nutricionales
realizados en esta especie (Darias et al., 2015). El tripsindgeno, precursor de la tripsina, enzima responsable
de la digestion basica de proteinas poco complejas en el intestino anterior (Darias et al., 2007a), sigui6 el perfil
de expresion esperado durante la ontogenia, es decir, un aumento de su expresién hasta la completa formacion
y funcionalidad del estémago entre los 10 y los 12 dpf (Gisbert et al., 2014, Castro-Ruiz et al., 2019). A partir
de ese momento, la expresién del tripsindgeno disminuy6 para dar paso a la digestion proteica acida, mediante
el consecuente aumento de la expresion del pepsindgeno, precursor de la pepsina, que se sintetiza y excreta en
las glandulas gastricas del estdbmago (Darias et al., 2005, 2007b). Una vez finalizada la ontogenia digestiva, la
expresién del tripsindgeno fue modulada por el cambio de dieta para adaptarse al huevo contenido proteico (de
los 18 a los 24 dpf). Este resultado coincide con el perfil de actividad observado para la tripsina (Castro-Ruiz
etal., 2019), lo que indica que el paso de artemia al alimento balanceado indujo una modulacién de la actividad
de esta enzima a nivel transcripcional, como también ha sido observado en otras especies (Péres et al., 1998).
El perfil de expresion del precursor de la quimotripsina, enzima proteolitica secretada por el pancreas al igual
que la tripsina, siguio el mismo perfil de expresion del tripsinégeno durante la ontogenia digestiva de la
doncella. Por el contrario, durante la fase juvenil el perfil de expresion disminuy6 progresivamente a partir de
los 13 dpf hasta el final del periodo estudiado, a diferencia de lo observado para el tripsinégeno. Sin embargo,
durante este mismo periodo se observé un aumento de la actividad de la quimotripsina (Castro-Ruiz et al.,
2019) indicando que la actividad de esta enzima fue regulada a nivel post-transcripcional. La expresion del
pepsindgeno aumento significativamente entre los 10 y los 13 dpf, indicando el fin de la maduracién funcional
de las glandulas géstricas del estomago. Estos resultados coinciden con los previamente observados a nivel
histolégico y de actividad enzimética (Gisbert et al., 2014, Castro-Ruiz et al., 2019). A partir de los 13 dpf se
produjo un aumento exponencial de la expresion del pepsindgeno, en linea con el mayor desarrollo en nimero
de glandulas géstricas y tamafio del estomago observado histologicamente (Gisbert et al., 2014). En cuanto a
los genes relacionados con la digestidn lipidica, tanto la fosfolipasa como la lipoproteina lipasa mostraron un
aumento de la expresion entre los 3 y los 10 dpf, coincidiendo con la maduracion completa del intestino
(Gisbert et al., 2014, Castro-Ruiz et al., 2019). Posteriormente, los niveles de expresion se mantuvieron
constantes a lo largo del desarrollo larvario. EI cambio de dieta durante el destete no parecié influir en la
expresién de estas enzimas. Por Gltimo, el nivel de expresion del neuropeptido Y aumenté durante el desarrollo
larvario para luego volver a disminuir durante el periodo juvenil. El cambio de dieta durante el destete no tuvo
ningun efecto sobre el apetito, al menos a nivel transcripcional. El hecho de que exista una regulacién
transcripcional de la actividad de los enzimas digestivos en funcion de la dieta suministrada permite usar el
estudio de la expresion génica de los genes digestivos como indicador de condicién en estudios nutricionales
dirigidos a establecer la composicion nutricional 6ptima para esta especie.

CONCLUSIONES

Los resultados de expresion de los genes implicados en la digestion analizados durante su desarrollo larvario
y fase juvenil temprana de la doncella siguieron el perfil de expresion tipico de una especie carnivora. Los
resultados mostraron que la maquinaria enzimatica de la doncella se encuentra completamente preparada para
la alimentacion exdgena (4 dpf), alcanzando su maxima madurez a los 10 dpf. Segun estos resultados, las larvas
de doncella poseen a los 10 dpf un sistema digestivo caracteristico de un adulto y, por tanto, estan preparadas
para ser alimentadas a partir de ese momento con dietas mas complejas.
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