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El catan (Afractosteus spatula) y el pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus),
miembros de la familia Lepisosteidae, son especies ancestrales y endémicas de
gran valor cientifico y comercial. Por consecuencia, es de vital importancia la
elaboracién de medidas eficaces para su conservacion y aprovechamiento. Como
una alternativa para mejorar el cultivo larvario, principal cuello de botella en el
proceso de produccién acuicola, y conocer mas a fondo la fisiologia temprana de
estas especies, en este trabajo se estudio el efecto de las hormonas tiroideas en
el desarrollo larval. Se ha probado que, al ser administradas de manera exégena,
estas hormonas provocan efectos benéficos en las larvas de numerosas especies
de peces. Con base en esto, el objetivo de este estudio fue evaluar el crecimiento,
la supervivencia y el desarrollo de las larvas de estas dos especies de
lepisosteidos, después de aplicar hormonas tiroideas mediante dos meétodos
distintos de administracion (inmersion directa de los huevos y transferencia
materna). En el caso del catan, se utilizaron huevos fértiles provenientes de un
desove unico que se organizaron en seis grupos de 200 huevos. Se utilizaron tres
réplicas control, y los otros tres se colocaron en agua con la hormona T3 (1ppm - 2
h). En el pejelagarto pinto, se utilizaron tres hormonas distintas y un control. Las
hormonas fueron inyectadas a los reproductores al momento de inducir el desove:
T3 (20 mg/kg), T4 (20 mg/kg), TSH (4 IU/kg) y DMSO como control (vehiculo de
inyeccién). En este caso se indujeron tres desoves por tratamiento. Las larvas se
cultivaron en tanques independientes y se alimentaron a saciedad cuatro veces
por dia (dieta iniciadora comercial) a partir del momento en que inici6 la
alimentacién exdgena. En el caso del catan se colectaron larvas cada 2 DDE (0, 2,
4, 6, 8 y 10 DDE), mientras que con el pejelagarto se colectaron cada 3 DDE (0, 3,
6, 9, 12 y 15 DDE). Para evaluar el efecto de las hormonas sobre las larvas, se
utilizaron indices de condicién morfoldgicos, bioquimicos y moleculares (actividad
de enzimas digestivas y relacion RNA:DNA). Ademas se evalud la concentracion
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de las hormonas tiroideas (ng/larva o huevo) durante el desarrollo de ambas
especies. Ambos métodos de administracion de las hormonas tiroideas
provocaron un incremento significativo en la concentracién de T3 y T4 en los
huevos de catan y pejelagarto pinto. Entre los efectos provocados por las
hormonas tiroideas en las larvas, se aprecio un incremento en la tasa de eclosion
de los huevos provenientes de hembras inyectadas. Ademas, se incremento el
metabolismo, la utilizacion de las reservas vitelinas y el desarrollo de las larvas de
ambas especies, ya que se presentd una disminucion en el tamafio del saco
vitelino y un incremento en el desarrollo de la boca. La actividad de las proteasas
alcalinas totales, proteasas acidas totales, tripsina y leucina-aminopeptidasa en las
larvas expuestas a las hormonas tiroideas fue significativamente mayor, lo que
indica que estas hormonas aceleran la diferenciacion y desarrollo del tracto
digestivo en ambas especies. Finalmente, se aprecio un incremento en la relacion
de &cidos nucleicos, lo que refleja el efecto de las hormonas tanto en el
metabolismo (sintesis proteica) como en el crecimiento (proliferacion celular) de
las larvas recién eclosionadas.

Palabras Clave: Atractosteus spatula, Lepisosteus oculatus, Hormonas Tiroideas.
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ABSTRACT of the thesis presented by Sergio Alexandr Castillo Alvarado as a
partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in Acuicultura.
Ensenada, Baja California, México. February 2012.

EFFECT OF THYROID HORMONES ON EARLY DEVELOPMENT OF GARFISH
Atractosteus spatula AND Lepisosteus oculatus.

The alligator gar (Atractosteus spatula) and spotted gar (Lepisosteus oculatus),
members of Lepisosteidae family, are ancestral and endemic species of great
scientific and commercial value, consequently, is of vital importance the
development of effective measures for its conservation and subsequent
exploitation. As an alternative to improve larval rearing, the main bottleneck in the
process of aquaculture production, and learn more about the early physiology of
these species, in this work we studied the effect of thyroid hormones in larval
development. It has been proven that, when administered exogenously, these
hormones cause beneficial effects on the larvae of many fish species. On this
basis, the aim of this study was to evaluate the growth, survival and development
of larvae of these two Lepisosteidae species, after application of thyroid hormones
by two different methods of administration (water bath and maternal injection). In
the case of alligator gar, fertile eggs from a single spawning were organized in six
groups of 200 eggs. Three control replicates were used, and the other three were
placed in a water bath with T3 hormone (1ppm - 2 h). In the case of spotted gar,
three different hormones and a control group were used. Hormones were injected
into broodstock at the spawning induction moment: T3 (20 mg/kg), T4 (20 mg/kg),
TSH (4 1U/kg) and DMSO as control group (injection vehicle). In this case three
spawnings were induced by treatment. Larvae were cultured in separate tanks and
fed to satiation four times per day (commercial starter diet) from the time when
exogenous feeding began. In the case of alligator gar, larvae were collected every
two days post hatch (0, 2, 4, 6, 8 y 10 DPH), while spotted gar larvae were
collected every three DPH (0, 3, 6, 9, 12 y 15 DPH). To evaluate the effect of
hormones on larvae, morphological, biochemical and molecular condition indices
were used (activity of digestive enzymes and RNA:DNA rate). We also evaluated
the concentration of thyroid hormones (ng/larva or egg) during the development of
both species. Both methods of thyroid hormones administration caused a
significant increase in the concentration of T3 and T4 in alligator and spotted gar
eggs. Among the effects caused by thyroid hormones in larvae, there was an
increase in hatching rate of larvae that came from injected females. In addition,
there was an increase in metabolism, in yolk reserves utilization and larvae
development, because we found a decrease in yolk sac size at hatch and a faster
mouth development in larvae. The activity of total alkaline proteases, total acid
proteases, trypsin and leucine-aminopeptidase in larvae exposed to thyroid
hormones was significantly higher, indicating that these hormones accelerate the
differentiation and development of the digestive tract in both species. Finally, it was
observed an increase in nucleic acids ratio, reflecting the effect of these hormones
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in both metabolism (protein synthesis) and growth (cell proliferation) of newly
hatched larvae.

Keywords: Atractosteus spatula, Lepisosteus oculatus, Thyroid Hormones.
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l. Introduccion

Los catanes o peces lagarto son organismos pancrénicos que cuentan con
estructuras ancestrales (vertebras opistocélicas, escamas ganoideas, etc.)
presentes en organismos extintos. Las primeras especies aparecieron en el
Periodo Cretacico, hace 180 millones de afos, y florecieron en casi todo el mundo.
Actualmente, solo subsisten siete especies agrupadas en dos géneros, todos
dentro de la familia Lepisosteidae y que se localizan unicamente en Norte y Centro
América y en el Caribe (Contreras y Ruiz, 2010).

Estos peces son carnivoros, por lo que estan dotados de varias filas de
dientes fuertes. Se caracterizan por su cuerpo y hocico alargado, ademas de que
estan cubiertos por gruesas escamas romboidales, lo que les da una apariencia
muy similar a la de un lagarto (Contreras y Ruiz, 2010; Burr y Page, 2011).

El catan (Atractosteus spatula) es el pez de agua dulce de mayor tamafo
que habita las aguas continentales de México. Se localiza en las vertientes del
Golfo de Meéxico, especificamente en los estados de Tamaulipas y San Luis
Potosi, asi como en la cuenca del rio Mississippi en EUA. Se diferencia de las
demas especies de lepisosteidos por su tamafio, pudiendo alcanzar mas de dos
metros de longitud, y por tener un hocico mas ancho y corto (Mendoza et al., 2002;
Contreras y Ruiz, 2010; Burr y Page, 2011).

El pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus) es mas pequefio que el catan,
mide en promedio ochenta centimetros de longitud, tiene un hocico mas alargado,
y se caracteriza por contar con manchas oscuras en todo el cuerpo. Se distribuye
a lo largo del este de EUA, desde los Grandes Lagos hasta la cuenca del rio
Mississippi (Contreras y Ruiz, 2010; Burr y Page, 2011).

Estos peces son importantes desde el punto de vista cientifico y comercial,
al tratarse de organismos ancestrales, son especies clave en los estudios de
fisiologia evolutiva. Ademas, desde una perspectiva comercial, son especies

importantes para la pesca deportiva, son valoradas como producto alimenticio



debido a la calidad de su carne, e incluso tienen un valor tradicional ya que sus
escamas se utilizan como producto artesanal (Mendoza et al., 2002; Mendoza et
al., 2008a).

En EUA las poblaciones de catan y pejelagarto pinto se encuentran
amenazadas, mientras que en México los volumenes de captura del catan han
disminuido de manera critica debido a la sobreexplotacion del recurso y la
alteracion de su habitat natural (Ferrara, 2001; Aguilera et al., 2002; SEMARNAT,
2004; Mendoza et al., 2008a). En consecuencia, es de vital importancia el estudio
de medidas eficaces para la conservacion de ambas especies y su posterior
aprovechamiento, tanto pesquero como acuicola (Mendoza et al., 2002).

Para lograr lo anterior, se han desarrollado diversos estudios enfocados en
obtener una mayor produccion de crias por aio, ya que esta etapa del cultivo es el
principal cuello de botella en el proceso de produccidn acuicola de los
lepisosteidos (Mendoza y Aguilera, 2001; Mendoza et al., 2002).

Como una alternativa para conocer mas a fondo la fisiologia del desarrollo
temprano de estas especies y por consiguiente contar en un futuro con cultivos
larvarios mas exitosos, en este trabajo de tesis se estudié el efecto de las
hormonas tiroideas sobre el desarrollo temprano de las larvas. Estas hormonas
tienen un papel muy importante en el desarrollo y la metamorfosis de todos los
vertebrados, y se ha demostrado que al ser administradas de manera exdgena,
provocan un incremento significativo en el crecimiento, el desarrollo y la
supervivencia de larvas de numerosas especies de peces (Brooks et al., 1997;
Power et al., 2001).

La fisiologia del eje tiroideo en los peces ancestrales, como es el caso de
los lepisosteidos, es practicamente desconocida (Youson, 2007). La unica
informacion reportada para cualquier especie de pez lagarto fue proporcionada por
Mendoza et al. (2002), quienes en un estudio con el catan, aplicaron estas
hormonas en las larvas y observaron los primeros indicios de un efecto sobre el
desarrollo. Sin embargo, el bioensayo fue de corta duraciéon y se presentaron

problemas de mortalidad elevada en algunos tratamientos, por lo que surgid la



necesidad de realizar un nuevo estudio abordando distintos métodos de
administracién de estas hormonas para conocer su papel en el desarrollo de las
larvas de estas especies.

Debido a que las hormonas tiroideas provocan un efecto positivo en el
desarrollo temprano de distintas especies de peces, y ante la importancia de
conocer la fisiologia basica de estas hormonas en los lepisosteidos, era importante
elucidar si al administrarlas en etapas tempranas, se mejoraria el desarrollo de las
larvas y por consecuencia se incrementaria la tasa de supervivencia en los
cultivos. Esta hipdtesis tiene como base la teoria conocida como “programacion
metabdlica” (Conceicao et al., 2009), la cual propone que los estimulos fisioldgicos
a inicios del desarrollo, ademas de provocar un efecto inmediato en el
metabolismo, también estimulan la expresiéon de ciertos genes que provocan
cambios fisiolégicos de largo plazo en los organismos.

Asi, por medio del analisis de la expresion genética se ha comprobado que,
durante el desarrollo embrionario, los peces ya cuentan con la maquinaria
regulatoria necesaria para la sefalizacion y la activacion de las hormonas
tiroideas. Concretamente, se ha detectado la expresion de receptores celulares
especificos para las hormonas tiroideas, los cuales son responsables de enviar la
sefal nuclear que inicia la transcripcién de proteinas especificas en el embrion
(Walpita et al., 2007).

Es importante mencionar que el hecho de que los embriones sean capaces
de utilizar las hormonas tiroideas, no significa necesariamente que sean capaces
de sintetizarlas. Estudios sobre la ontogenia del sistema endocrino indican que las
larvas de peces recién eclosionadas no son capaces de producir sus propias
hormonas, por lo que dependen de fuentes exdgenas. En efecto, se ha
demostrado que las hormonas tiroideas, entran al ovocito de los peces a través de
la circulacion materna, creando una reserva que cumple hasta cierto grado con las
necesidades regulatorias del crecimiento, desarrollo, osmoregulacién, respuesta al

estrés y otras funciones fisioldgicas de las larvas (Lam, 1994; Brooks et al., 1997).



Existen dos métodos para la administraciéon de las hormonas tiroideas. Se
pueden disolver en el agua para ser aplicadas de manera directa a los huevos y/o
larvas, o se pueden suministrar a las hembras en estado reproductivo. Existe
evidencia de que durante el proceso de vitelogénesis, estas hormonas se
transfieren a los huevos, contribuyendo a acelerar la diferenciacion y el desarrollo
del embrion (Greenblatt et al., 1989; Lam, 1994).

Conocer el efecto de las hormonas tiroideas en el desarrollo temprano de
las larvas no solo ayudara a mejorar el cultivo larvario de estas especies, sino que
ademas permitira evaluar la importancia de estas hormonas en la reproduccion y
su aporte materno, lo que sentara las bases para realizar un mejor manejo de los
reproductores.

Otro punto importante a resaltar es que si bien el desarrollo larvario del
catan ha sido ampliamente estudiado durante los ultimos afos (Aguilera et al.,
2002; Mendoza et al., 2008a), aun falta mucho por conocer acerca del desarrollo
temprano del pejelagarto pinto, por lo que las investigaciones de este tipo ponen a
esta especie en perspectiva para ser considerada dentro de la acuicultura.

Con base en lo anterior, el propdsito de este estudio fue evaluar el
crecimiento, la supervivencia y el desarrollo de las larvas de estas dos especies de
lepisosteidos, después de aplicar hormonas tiroideas mediante los métodos de
administracion descritos anteriormente (directo en el agua y transferencia
materna) para evaluar cual de estas metodologias produce los mejores resultados
en las diferentes variables de respuesta.

Con el fin de estimar la condicion y el grado de desarrollo de las larvas, se
evaluaron distintas variables morfolégicas, ademas de cuantificar distintos indices
de condicion a partir de la concentracidn de acidos nucleicos totales y la actividad

de enzimas digestivas.



Il. Antecedentes

IL.l. Biologia
Il.L.l. Catan (Atractosteus spatula)

El catan (A. spatula) es un pez cuya distribucion se restringe a los rios
costeros de Florida, el Valle de Mississippi y el norte de México (Tamaulipas, San
Luis Potosi y Veracruz), aunque aun existen algunas poblaciones en cuerpos de
agua de los estados de Oklahoma, Arkansas, Luisiana y Texas, EUA. Es una
especie dulceacuicola que habita preferentemente en ambientes de poca
profundidad y mucha vegetaciéon, aunque no es raro encontrarlos en aguas
salobres 0 marinas, e incluso tiene la capacidad de tomar aire de la superficie, lo
cual le permite sobrevivir en ambientes anodxicos (Ferrara, 2001; Brinkman, 2003;
Schultz, 2004).

Su cuerpo es largo, cilindrico, de color verde olivo y esta cubierto por
gruesas escamas romboidales. Se distingue de las demas especies de la familia
Lepisosteidae por las dos hileras de dientes que se encuentran en la mandibula
superior, ademas del gran tamafo que alcanzan en el estadio adulto que es de
mas de dos metros de longitud promedio (Carlander, 1969; Schultz, 2004).

Es un organismo piscivoro que, a pesar de ser catalogado como
depredador voraz, es selectivo en cuanto a las presas que consume, y cuya
preferencia alimenticia son los peces de aletas suaves menores a 10 cm
(Goodyear, 1967; Schultz, 2004). La reproduccion se presenta en la época de
primavera-verano, y las hembras son capaces de producir hasta 4,000 huevos/kg

que se adhieren a la vegetacion y rocas (Schultz, 2004).

ILLII. Pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus)

El pejelagarto pinto se distribuye desde los Grandes Lagos y regiones altas
del rio Mississippi, a través de Ohio y Missouri hasta la cuenca del rio Mississippi

en los estados de Luisiana, Texas y Mississippi, EUA. Es un pez estrictamente



dulceacuicola que prefiere habitats Iénticos con vegetacion enraizada y flotante.
Es de habitos nocturnos y se encuentra principalmente en aguas de baja
profundidad asociado a la vegetacién (Love, 2004; Contreras y Ruiz, 2010).

Esta especie cuenta con un cuerpo alargado y cilindrico, y alcanza una talla
maxima de 80 cm. Tiene un hocico medianamente alargado y, a diferencia del
catan, solo tiene una hilera de dientes. Su cabeza y cuerpo estan cubiertos por
numerosos lunares y manchas oscuras (Love, 2004; Contreras y Ruiz, 2010).

A edad temprana, se alimenta de crustaceos, insectos y peces pequefos,
pero al crecer es predominantemente piscivoro. Su temporada de reproduccion
inicia en el mes de marzo y termina en junio. El desove ocurre en aguas
superficiales con abundante vegetacién enraizada. Generalmente una hembra
grande es acompafada de tres machos de menor tamano. Se consideran
desovadores parciales cuya fecundidad promedio es de 5,000 huevos por

temporada reproductiva (Love, 2004; Contreras y Ruiz, 2010).

IL.Il. Desarrollo embrionario y larval

En el caso del catan, el periodo de incubacidon depende de la temperatura,
a 28°C es de aproximadamente 50 horas. Los huevos que se adhieren al sustrato,
cuentan con un amplio espacio perivitelino y tienen un diametro promedio de 3-4
mm. Las larvas al momento de la eclosion tienen 8 mm de longitud total, cuentan
con un saco vitelino voluminoso y un disco suctorial en la parte ventral de la boca
con el que se adhieren a la vegetacién hasta que consumen el vitelo (4-6 dia
después de la eclosion). El desarrollo de las larvas es rapido una vez que inicia la
alimentacién exdgena (Aguilera et al., 2002).

En el caso especifico del catan, para el décimo dia después de la eclosién
(DDE) las larvas alcanzan 23 mm de longitud total, adquiriendo la forma alargada
caracteristica de los adultos. A partir de este momento, la tasa de crecimiento se
incrementa y para los 15 DDE las crias llegan a medir 48 mm de longitud total
(Aguilera et al., 2002).



Las larvas de catan presentan un desarrollo muy acelerado, caracterizado
principalmente por un tracto digestivo completamente diferenciado cuando inicia la
alimentacién exogena (5 DDE) (Mendoza y Aguilera, 2008). La formacién del
tracto digestivo, descrita mediante cortes histologicos, muestra que a los 3 DDE el
intestino es recto y esta formado por un epitelio simple localizado entre el saco
vitelino y la base de la columna vertebral. La diferenciacion inicia en el intestino
posterior con la formacion de la valvula espiral. A los 6 DDE se pueden apreciar el
estomago, la valvula espiral y el tejido pancreatico, y aun es posible observar
reservas de vitelo (Mendoza et al., 2002).

En el caso del pejelagarto pinto, el desarrollo larval aun no se ha estudiado
a profundidad. En 1991, Simon y Tyberghein realizaron un estudio morfoloégico del
desarrollo temprano de esta especie, en el que reportan una tasa de crecimiento
de 0.83 mm/dia.

IL.IIl. Hormonas tiroideas
ILIILIL Eje tiroideo en peces

La glandula tiroides es un érgano que se ha implicado en la regulacién de
diversos procesos fisioldgicos en distintos vertebrados, debido en gran parte a la
sintesis y liberacion de dos hormonas: 3,5-tetrayodo-L-tironina (T4) y la 3,5,3"-
triiodo-L-tironina (T3). La tiroides se encuentra en todos los vertebrados, pero a
diferencia de los mamiferos, en los peces la glandula tiroides no esta
encapsulada, sino que consiste de pequefios foliculos tiroideos compuesto por
una sola capa de células epiteliales dispersos a lo largo de la arteriola eferente
(Yamano, 2005).

La sintesis de las hormonas tiroideas ocurre en el foliculo tiroideo, siendo la
T4 la hormona predominante (Figura 1). La liberacion puntual de T4 esta propiciada
por la hormona estimulante de la tiroides (TSH, por sus siglas en inglés), la cual a
su vez es sintetizada y liberada bajo el estimulo de la hormona liberadora de
tirotropina (TRH, por sus siglas en inglés) de origen hipotalamico. La T4 tiene

pocas funciones directas y se considera que actua principalmente como un



precursor de la T3, la forma biolégicamente activa de la hormona. Esta conversion
extratiroideal de T4 a T3 ocurre cuando la enzima 5 -monodesiodinasa remueve
una unidad yodica del anillo exterior de T4 (Eals y Brown, 1993; Power et al., 2001;
Yamano, 2005).

Las hormonas tiroideas circulan en el plasma unidas a proteinas de unién
(“binding proteins®). En el caso de los peces, lipoproteinas de alta densidad juegan
un papel importante en el transporte de estas hormonas (Babin, 1992). La accion
de las hormonas tiroideas esta mediada por su unién con receptores nucleares
especificos. Estos receptores actuan como factores de transcripcion que
incrementan o disminuyen la expresidon de genes que codifican proteinas
responsables de la respuesta celular (Yen y Chin, 1994; Wu y Koenig, 2000).

La regulacién de los niveles de estas hormonas, y por ende de su actividad
biolégica, se da por medio de una deiodinizacion provocada por enzimas
especificas que actuan a nivel del higado, rindn, cerebro y musculos (Eales y
Brown, 1993; Finnson et al., 1999).
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Figura 1. Eje tiroideo en los peces (Eales y Brown, 1993).

IL.IILII. Efecto de las hormonas tiroideas sobre el desarrollo larval

Las hormonas tiroideas han demostrado tener un papel importante en el
desarrollo temprano de los peces (Brooks et al., 1997; Power et al., 2001). La
manipulacion experimental de los niveles de estas hormonas influye directamente
sobre el crecimiento, desarrollo y supervivencia de las larvas de numerosas

especies de peces (Tabla I).
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Tabla I. Efecto de las hormonas tiroideas sobre el desarrollo larval de los peces.

Especie Hormona(s) Efecto Referencia
Tilapia (Sarotherodon T Aceleracion del desarrollo y Lam et al.,
mossambicus) 3 aumento en la supervivencia. 1980.
Lenguado (Paralichthys T Acelera la metamorfosis y el Inui y Miwa,
olivaceus) 4 crecimiento. 1985.
Salménidos (Oncorhynchus . o .
kisutch, Salmo salar, O. keta Toy T leerenC|aC|o_n precoz de la pared  Sullivan et al.,
abdominal del cuerpo. 1987.
y O. tshawytscha)
Mayor inflamiento de la vejiga
Robalo rayado (Morone ; Brown et al.,
o Ts natatoria. Incremento de
saxatilis) . ; 1989.
supervivencia en larvas.
Induce a climax metamorfico
Lenguado (Paralichthys tempranamente debido a la Inui et al.,
) TSH ; L
olivaceus) estimulacion de hormonas 1989.
tiroideas.
Pez conejo (Siganus TovT Efectos benéficos en el Ayson y Lam,
guttatus) 3y 14 crecimiento y desarrollo de larvas. 1993.
Robalo rayado (Morone Aumenta el grosor de la capa Huang et al.,
o T3 muscular del estbmago de larvas.
saxatilis) : ) 1996.
Mayor supervivencia.
, . Incrementa la tasa de Tachihara et
Jurel (Seriola falandi) Ts supervivencia de las larvas. al., 1997
Pez roca (Sebastes schlegeli) T Incrementa el desarrollo y Kang y
g 3 supervivencia de las larvas. Chang, 2004.
Pez zebra (Danio rerio) T, Intenglflca la p|gmentaC|on_geI Walpita et al.,
embrion y acelera la eclosion. 2007.
Piracanjuba (Brycon T Incrementa el indice de Landines et
. 3 . .
orbignyanus) supervivencia. al., 2010.

En el caso especifico del catan, Mendoza et al. (2002) realizaron una serie

de bioensayos en los que expusieron a las larvas a diferentes concentraciones de

hormonas tiroideas (T3 y T4) por inmersion y a un agente anti-tiroideo (tiourea). El

grupo de larvas tratado con la hormona T4 presenté una rapida diferenciacion y
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desarrollo. Sin embargo, el grupo tratado con la hormona T3 presenté la menor
tasa de supervivencia ademas de algunas deformaciones. Los autores
concluyeron que este efecto contraproducente de la hormona T3 pudo ser
ocasionado por una sobredosis, ya que en esta especie los niveles enddgenos de
esta hormona son mas altos que en otras especies de peces (Mendoza y Aguilera,
2001; Mendoza et al., 2002).

ILILII. Aporte materno de hormonas tiroideas

La condicion fisiologica de los reproductores ha sido identificada como un
factor clave en la calidad de los huevos vy la viabilidad larval (Power et al., 2001).
Generalmente se ha encontrado una correlacion positiva entre el eje tiroideo y el
estado reproductivo, de tal manera que un aumento en la concentracion de
hormonas tiroideas coincide con la maduracion gonadal y la reproduccion (Cyr y
Eales, 1996). Ademas, diversos estudios indican que cuando estas hormonas se
suministran a los reproductores antes de la ovulacion, se almacenan en los
ovocitos (Greenblatt et al., 1989; Weber et al., 1992; Lam, 1994; Tagawa et al.,
1994).

Han sido varios los estudios que demuestran un efecto benéfico de los
niveles altos de T3 materna en el desarrollo larval (Brown et al., 1989; Ayson y
Lam, 1993; Lam, 1994). Esto se debe a que la reserva materna de estas
hormonas (Tabla Il) satisface los requerimientos de las larvas para su crecimiento,
desarrollo, osmorregulacion, respuesta al estrés y otras funciones fisiolégicas

antes del desarrollo funcional de sus propias glandulas endocrinas (Lam, 1994).
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Tabla Il. Concentracion de hormonas tiroideas provenientes de la madre en extractos de
huevos fertilizados de diferentes especies de peces.

Especies T,(ng/g) T;(ng/g) Referencia
Oncorhynchus keta 15-20 9 Tagawa y Hirano, 1987.
Oncorhynchus nerka 6* 1* Leatherland et al., 1989a.
Oncorhynchus tshawytscha 4.2% 4* Leatherland et al., 1989a.
Oncorhynchus gorbuscha 1* 0.5* Leatherland et al., 1989a.
Oncorhynchus kisutch 4.5% 1.5% Leatherland et al., 1989b.
Oreochromis mossambicus 2.1 1.4 Weber et al., 1992.
Siganus guttatus 10-16 2 Ayson y Lam, 1993.
Salmo trutta - 52 Mylonas et al., 1994.
Morone saxatilis - 10-16 Huang et al. 1996.

* Concentracion de Hormonas Tiroideas reportada en ng/organismo.

Los estudios relacionados con la ontogenia del sistema enddcrino de los
peces, indican que las larvas son fisiolégicamente inmaduras ya que cuentan con
escasa o nula capacidad para producir ciertas enzimas, factores de crecimiento y
hormonas hasta terminada la etapa de reabsorcion del vitelo (Leatherland vy
Barrett, 1993; Tanaka et al., 1995). Por consecuencia, durante la primera etapa del
desarrollo, los peces dependen de fuentes exdgenas (la madre o alimento vivo)
para obtener estos factores de regulacion (Lam, 1994). Un ejemplo de lo anterior
es el caso de los salmones Oncorhynchus keta, O. kisutch y O. tschawytscha. En
estas especies el nivel inicial de la hormona T3 en los huevos que proviene de la
madre disminuye gradualmente hasta completarse la absorcion del vitelo, para
después incrementarse una vez que las larvas cuentan con una glandula tiroides
funcional (Tagawa y Hirano, 1987 y 1990; Greenblatt et al., 1989).

Kang y Chang (2004) inyectaron T3 a hembras reproductoras de pez roca,
Sebastes schlegeli, y encontraron un incremento significativo en la concentracion

de esta hormona en los huevos y las larvas. Ademas, el crecimiento y la tasa de
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supervivencia de las larvas aumentaron significativamente con respecto al grupo

control.

ILIV. indices de condicion e indicadores de desarrollo

La salud y condicion de las larvas de peces puede ser estimada por medio
de diferentes indices de condicion, los cuales se dividen generalmente en cuatro
categorias: morfométricos, histolégicos, bioquimicos y moleculares (ver revision
por Ferron y Legget, 1994). Los morfométricos se basan en la deteccion de
cambios en la forma externa del cuerpo. Estos cambios se expresan comunmente
como tasas o porcentajes de medidas corporales en relacion a la longitud total o el
peso de la larva. A nivel histologico, los cambios en la condicién de la larva se
detectan a través del analisis de la apariencia y arreglo de las células en los
diferentes tejidos del pez, especialmente en el tejido digestivo. La condicion
bioquimica puede estimarse por medio de la cuantificacién de los constituyentes
quimicos utilizados como sustratos energéticos. Finalmente, las medidas de
condicion moleculares se basan en las variaciones de los niveles de acidos
nucleicos y en su relacion con la expresion diferencial de proteinas y el peso de
los individuos.

En este estudio, ademas de indices de condicion morfométricos, se
utilizaron dos indices de condicidn moleculares y bioquimicos: la relacion
RNA:DNA y la actividad de las enzimas digestivas. La relacion RNA:DNA se
obtiene a partir de la cuantificacion de acidos nucleicos e indica la condicion
fisiologica de la larva, mientras que la actividad de las enzimas digestivas se
correlaciona directamente con el grado de desarrollo del organismo,

especificamente el de su sistema digestivo (Ferron y Legget, 1994).

ILIV.l. Acidos nucleicos

La relacion RNA:DNA ha probado ser un valioso indicador bioquimico de la
condicion fisiolégica y nutricional de las larvas de peces durante su desarrollo

(Clemmesen, 1987). El principio tedrico de esta relacion supone que el contenido
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de DNA es virtualmente constante en los tejidos somaticos, de tal manera que las
concentraciones tisulares de DNA reflejan solo el numero de células y es
independiente de la condicion del organismo. Por otro lado, la cantidad de RNA
celular, principalmente el RNA ribosomal (RNAr) disponible en los tejidos, es
directamente proporcional al nivel de sintesis de proteinas (Buckley, 1984; Canino
y Caldarone, 1995; Buckley et al., 1999).

Un incremento en la relacion RNA:DNA indica un aumento en la
transcripcion de RNA mensajero (RNAm) que después es traducido a proteinas
metabdlicas y estructurales en los ribosomas. Sin embargo, debido a que el RNAr
representa mas del 90% del RNA celular, los cambios en la relacion RNA:DNA
estan mas relacionados con cambios en la sintesis ribosomal. La relacion
RNA:DNA es un reflejo de la intensidad metabdlica celular, y mientras mayor sea,
mejor sera la condicion fisiologica de las larvas (Buckley, 1984; Canino y
Caldarone, 1995; Buckley et al., 1999).

En diversos estudios (Wright y Martin, 1985; Clemmesen, 1987; Raae et al.,
1988; Westerman y Holt, 1994; Deane et al., 2003; Tardif et al., 2005; Hook et al.,
2008), este indice molecular ha sido una excelente herramienta para evaluar la
actividad y velocidad de desarrollo en las larvas de peces, ademas de que ha
probado ser un indicador util de la condicién nutricional. Conjuntamente, se han
propuesto diferentes indices igualmente basados en acidos nucleicos, con el
objetivo de buscar respuestas mas precisas que reflejen la condicion fisiolégica de
las larvas, como la concentracion de RNA total, relacion DNA/peso seco y relacion
RNA/peso seco (Buckley et al., 1999).

En el caso especifico del catan, Mendoza et al. (2008b) cuantificaron el total
de acidos nucleicos en las larvas con el método de Westerman y Holt (1994), y
observaron que en larvas alimentadas con una dieta 6ptima, la relacion RNA:DNA
se incrementé. De igual forma, reportan que esta relacibn aumenté de forma
gradual hasta los 13 DDE, y a partir de ese dia se mantuvo estable, por lo que los
autores sugieren que desde ese momento las larvas presentaron una tasa de

crecimiento y tasa metabdlica constantes.
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ILIV.II. Actividad de las enzimas digestivas

En las larvas de peces, los 6érganos productores de las enzimas digestivas
son el estdbmago, el pancreas y el intestino. La actividad proteolitica acida se
localiza principalmente en el estbmago, y esta asociada a la activacion del
pepsindgeno. El pancreas sintetiza y secreta una gran cantidad de enzimas
alcalinas (glucosidasas, lipasas y proteasas) en el lumen intestinal. Las células del
epitelio intestinal poseen dos tipos de enzimas: las enzimas intracelulares
(citosolicas) y las extracelulares, localizadas en el borde en cepillo. Las enzimas
del citosol son principalmente peptidasas, mientras que las enzimas del borde en
cepillo estan asociadas a la membrana celular y las hay de diferente tipo:
peptidasas, fosfatasas, disacaridasas, y esterasas, entre otras (Lauff y Hofer,
1984; Govoni et al., 1986; Zambonino-Infante y Cahu, 2001).

La ontogenia de la actividad enzimatica en las larvas de peces se
correlaciona con eventos que marcan el desarrollo del sistema digestivo. La
actividad enzimatica es relativamente baja cuando el embrién eclosiona, y se
incrementa gradualmente durante el periodo larvario hasta que se desarrolla
totalmente el sistema digestivo e inicia la secrecion de acido clorhidrico y
pepsindgeno (Lauff y Hofer, 1984; Govoni et al., 1986; Zambonino-Infante y Cahu,
2001).

El estudio de la ontogenia de la actividad enzimatica es una de las
principales aproximaciones para evaluar la capacidad digestiva de las larvas de
peces. Esto hace posible conocer el grado de desarrollo, ya que se detecta el
momento en que las larvas expresan cada tipo de enzima y por consiguiente el
momento en que tienen la capacidad de digerir eficientemente los nutrientes (Lauff
y Hofer, 1984; Govoni et al., 1986; Zambonino-Infante y Cahu, 2001).

La actividad de las proteasas alcalinas (ej. actividad proteolitica alcalina
total y actividad de la tripsina) se detecta desde el inicio del desarrollo y antes de
la apertura de la boca. En contraste, la actividad de las proteasas acidas (ej.,
actividad proteolitica acida total), se observa hacia el final de la etapa larval y es

considerada como el indicador de un estdmago funcional. Otras enzimas que
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suelen estudiarse son la leucinoaminopeptidasa y la fosfatasa alcalina. Estas
ultimas son enzimas del epitelio intestinal y se consideran indicadores del grado
de madurez del intestino y del estado nutricional de las larvas (Lauff y Hofer, 1984;
Govoni et al., 1986; Zambonino-Infante y Cahu, 2001).

En el caso de las larvas de catan, Mendoza et al. (2008b) detectaron
actividad proteolitica acida desde el inicio de la alimentaciéon exdgena, a los 5
DDE, lo cual es previo a la absorcion completa del vitelo. En comparacion, la
actividad proteolitica alcalina se elevo gradualmente de los 2 a los 9 DDE. Por otra
parte, la actividad de las fosfatasas alcalinas se incrementd a partir de los 8 DDE
concomitante con el aumento en la altura de las células del epitelio intestinal, por

lo cual esta actividad resulta indicativa de la maduracion del intestino.
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lll. Justificacion

Los lepisosteidos (Atractosteus spatula y Lepisosteus oculatus) son
especies ancestrales y endémicas de gran valor cientifico y comercial cuyas
poblaciones estan amenazadas por la sobreexplotacion y por la alteracion de su
habitat natural. En consecuencia, es de vital importancia la elaboracién de
medidas eficaces para su conservacion y aprovechamiento.

La evaluacién del efecto de las hormonas tiroideas en el desarrollo
temprano de las larvas de ambas especies permitira desarrollar protocolos de
cultivo larvario mas exitosos. Se ha observado que al administrar estas hormonas
a las hembras, embriones o larvas, se incrementa el desarrollo y la supervivencia
de las larvas. Ademas, tienen un crecimiento mayor y mas homogéneo, lo que
reducira el canibalismo que se observa en el cultivo. Asimismo, el evaluar dos
métodos distintos de aplicacién de estas hormonas permitira definir el método mas
efectivo y costeable.

Aunado a lo anterior, el conocimiento del aporte materno y el entendimiento
del papel de estas hormonas en la reproduccion sentaran las bases para realizar
un manejo mas eficiente de los reproductores con el fin de contar con un mayor
numero de desoves exitosos e incrementar la tasa de eclosién de las larvas.

Finalmente, este estudio permitirda obtener conocimientos basicos sobre el
efecto de las hormonas tiroideas en la fisiologia del desarrollo temprano de
especies de peces primitivos, tematica escasamente estudiada hasta el momento.
Ademas, se desconocen muchos aspectos sobre la reproduccion y el desarrollo
larval del pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus), por lo que el conocimiento
generado en este trabajo podra ser comparado con el de otras especies de
lepisosteidos cultivadas actualmente para considerar al pejelagarto pinto como

una especie con potencial acuicola.
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IV. Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto de las hormonas tiroideas (Ts T4 y TSH) sobre la
supervivencia, desarrollo y crecimiento de larvas de catan (Atractosteus

spatula) y pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus).

Objetivos especificos

Evaluar el efecto de las hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) en la
reproduccion, a partir del numero de desoves exitosos, numero de huevos

desovados y la tasa de eclosion de las larvas.

Cuantificar la concentracion de hormonas tiroideas (T3 y T4) en los huevos y

larvas durante su desarrollo.

Comparar la eficacia de dos métodos distintos de administracion de
hormonas tiroideas (exposicion directa de los huevos y transferencia

materna).

Evaluar el efecto de las hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) sobre la
condicion de las larvas utilizando indices morfométricos (tasa de

crecimiento, tamafo del saco vitelino y desarrollo del hocico).

Evaluar el efecto de las hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) utilizando indices
de condiciéon moleculares (relacion RNA:DNA, relaciéon DNA:peso seco y

relacion RNA:peso seco).

Cuantificar la actividad de las proteasas digestivas (actividad proteolitica
alcalina total, actividad proteolitica acida total, actividad tipo tripsina y
actividad tipo leucina-aminopeptidasa) como indices bioquimicos para
estimar el grado de desarrollo de las larvas.
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V. Hipoétesis

Al aplicar hormonas tiroideas a las hembras adultas de pejelagarto pinto
(Lepisosteus oculatus) y a los huevos de catan (Atractosteus spatula), estas se
incorporaran a los huevos y seran utilizadas durante el desarrollo embrionario, lo
que incrementara la supervivencia y acelerara el desarrollo de las larvas.
Especificamente, provocara un incremento en la relacion RNA:DNA y se acelerara

e incrementara la actividad de las proteasas digestivas.
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VI. Materiales y métodos

VLI Induccién al desove y aplicaciéon de hormonas tiroideas.
VLLI. Pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus)

Los reproductores de pejelagarto pinto utilizados en este estudio fueron
recolectados con redes agalleras en el pantano Bayou Chevreuil en St. James
Parish, Luisiana, EUA. En total se utilizaron 36 hembras con un peso promedio de
0.92 £ 0.32 kg y una longitud total promedio de 60.42 + 6.39 cm y 108 machos con
un peso promedio de 0.60 £ 0.12 kg y una longitud total promedio de 51.75 + 5.12
cm. Los organismos fueron trasladados a las instalaciones de la Nicholls State
University, en Thibodaux, Luisiana, donde se mantuvieron hasta iniciar los
bioensayos.

Para inducir el desove se utilizaron 3 hembras y 9 machos a la vez. Los
peces se colocaron en tanques de plastico de 400 litros en los cuales se adicioné
un sustrato artificial para simular la vegetacion. A todos los organismos se les
inyectd una soluciéon de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH)
(Ovaprim® - Syndel Laboratories) a una dosis de 0.5 ml/kg para inducir la
reproduccion. Posteriormente, se procedié a inyectar las hormonas tiroideas
utilizando como vehiculo DMSO (Dimethyl Sulfoxide, SIGMA No. Cat. 275865).
Las dosis utilizadas fueron: 20 mg/kg de T3 (3,3’,5-Triiodo-L-thyronine, SIGMA No.
Cat. 564605) y T4 (L-Thyroxine, SIGMA No. Cat. T1775), 4 IU/kg de TSH
(Thyrotropic hormone from bovine pituitary, SIGMA No. Cat. T8931) y 0.5 ml/kg de
DMSO como tratamiento control.

En la Figura 2 se muestra un esquema del disefo experimental. Se
utilizaron tres desoves por tratamiento (n=3) exceptuando el control en el que solo
se consideraron dos, debido a que el numero de desoves exitosos fue limitado
(huevos insuficientes y/o bajo porcentaje de fertilizacion). Los huevos de cada
desove fueron incubados por separado para mantener las repeticiones

independientes entre si.
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3 Desoves 3 Desoves 3 Desoves 2 Desoves

3 hembras - 9 machos 3 hembras - 9 machos 3 hembras - 9 machos 3 hembras - 9 machos
/desove /desove /desove /desove

= E"‘

73 1L TE R=75 L

llangue L Tanepe = 75 L €

Figura 2. Disefo experimental utilizado para evaluar el efecto de las hormonas tiroideas sobre el
desarrollo temprano del pejelagarto pinto.

VLLIIl. Catan (Atractosteus spatula)

En el caso del catan, se utilizo el lote de reproductores del Laboratorio de
Ecofisiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autonoma de
Nuevo Ledn. En total se utilizaron 3 hembras con un peso promedio de 9.6 kg y
una longitud total promedio de 1.45 m; y 9 machos con una peso promedio de 4.7
kg y una longitud promedio de 1.10 m.

La induccién al desove se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por
Mendoza et al. (2002). Las hembras fueron inyectadas con la solucién comercial
Ovaprim® (Syndel Laboratories) a una dosis de 0.5 ml/kg para inducir la
reproduccion. Posteriormente, fueron trasladadas junto a los machos a un
estanque rustico de 7 x 7 m, en el que se colocaron previamente ramas de
Casuarina sp., las cuales sirvieron como sustrato para que las hembras

depositaran los huevos.
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En este bioensayo se realiz6 un solo desove. Los huevos fértiles fueron
recolectados y organizados en 6 grupos independientes de 200 huevos. Tres de
esos grupos fueron utilizados como tratamiento control (n=3), y a los otros tres se
les administré un bafio de dos horas con la hormona T3 a una concentracion de 1
ppm (Landines et al., 2010). En la Figura 3 se muestra un esquema del disefio

experimental.

200 Huevos 200 Huevos 200 Huevos 200 Huevos

0 s
EXfie = 25 [L Aariie =25 L

Figura 3. Disefio experimental utilizado para evaluar el efecto de las hormonas tiroideas sobre el
desarrollo temprano del catan.

VLII. Cultivo larvario y método de muestreo
VLILIL. Pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus)

Los huevos de cada desove fueron incubados de manera independiente en
tanques de fibra de vidrio de 75 L conectados a un sistema de recirculacion
(temperatura 25 + 2°C; oxigeno disuelto 5 mg/L). Se tomdé una muestra de 20
huevos por tanque para medir su diametro y para cuantificar la concentracion de

hormonas tiroideas.
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Para evaluar la tasa de eclosion, se utilizaron cubetas de 5 litros, en cada
cubeta se incubaron 100 huevos (tres repeticiones por desove, n=9). El agua de
las cubetas se mantuvo a temperatura constante (22°C), y una vez que
eclosionaron las larvas, se contaron para calcular la tasa de eclosion.
Posteriormente, se colocaron 100 larvas recién eclosionadas en otra cubeta de 5
litros, y se mantuvieron bajo inanicion durante 15 dias. Después de los 15 dias, se
contaron las larvas que seguian con vida para calcular la tasa de supervivencia.

El cultivo larvario se realizé en el mismo sistema de recirculacion donde se
incubaron los huevos (tanques de 75 L; temperatura 25 + 2°C; oxigeno disuelto 5
mg/L). Las larvas fueron alimentadas a saciedad aparente cuatro veces por dia
con una dieta iniciadora Silver Cup® (52% proteina, 16% lipidos) a partir de los 5
DDE (una vez que absorbieron todo el vitelo).

El cultivo tuvo una duracion de 15 dias. Se recolectaron 30 larvas por
tanque cada tercer dia (0, 3, 6, 9, 12 y 15 DDE). El muestreo se realizd durante la
mafana, antes de la primera alimentacion, y las larvas se sacrificaron con una
sobredosis de anestésico (aceite de clavo, SIGMA No. Cat. C8392). Se
fotografiaron para el analisis morfométrico y se congelaron a -80°C para la
cuantificacion de las hormonas tiroideas, analisis de acidos nucleicos y actividad
de las enzimas digestivas. Adicionalmente, para conocer el peso seco de las
larvas al momento de la eclosioén, se recolectaron 30 larvas recién eclosionadas de
cada tanque, se secaron en una estufa (Fisher Isotemp 500 Series) a 40°C y
posteriormente se pesaron en una balanza analitica (Adventurer OHAUS AR0640,
precision de 0.001g).

Los indices de condicion morfométricos utilizados fueron tasa de
crecimiento (mm/dia), tamano del saco vitelino en relacion con la longitud total (%)
e indice de desarrollo del hocico en relacion con la longitud total (%). Las
mediciones se hicieron utilizando el software Imaged 1.44 (Image Processing and
Analysis in Java, National Institutes of Health, EUA), a partir de las fotografias

tomadas durante cada muestreo.
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VLILIl. Catan (Atractosteus spatula)

En el bioensayo con el catan, los seis grupos de 200 huevos (3 repeticiones
control y 3 repeticiones T3, n=3) fueron incubados de manera independiente en
acuarios de 25 L (temperatura 29 + 1°C; oxigeno disuelto 5 mg/L). Se tomd una
muestra de 5 huevos por acuario para medir su diametro y para cuantificar la
concentracion de hormonas tiroideas. La tasa de eclosion se calculé a partir del
numero de huevos en los que el embrion no eclosiond.

Una vez que eclosionaron los embriones, se procedio a cultivar las larvas
en el mismo grupo de acuarios donde se incubaron los huevos (acuarios de 25 L;
temperatura 29 = 1°C; oxigeno disuelto 5 mg/L). Las larvas fueron alimentadas a
saciedad aparente cuatro veces por dia con una dieta iniciadora Silver Cup® (52%
proteina, 16% lipidos) a partir de los 3 DDE (una vez que absorbieron todo el
vitelo).

El cultivo tuvo una duracion de 10 dias. Se recolectaron 20 larvas por
acuario cada dos dias (0, 2, 4, 6, 8 y 10 DDE). EI método de muestreo fue igual al
descrito para el pejelagarto pinto, al igual que los indices de condicién

morfométricos utilizados.

VLIII. Cuantificacion de hormonas tiroideas

Para cuantificar la concentracion de las hormonas tiroideas en huevos y
larvas de pejelagarto pinto se liofilizaron (LABCONCO Freeze Dryer 4.5) y
posteriormente, se hizo la extraccion a partir de una modificacién de la técnica
descrita por Kobuke et al. (1987) (Figura 4). Las muestras (un pool de 5 huevos o
3 larvas por acuario/tanque, n=3) fueron homogenizadas con un homogenizador
de tejidos Potter-Wheaton (Fisher Scientific No. Cat. 08-414-16A) en 1 ml de
etanol puro conteniendo 6-N-Propyl-2-Thiouracil 1 mM (SIGMA No. Cat. P3755);
este compuesto se adiciond para bloquear la conversion enzimatica de T4 a Ts.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 1,700g durante 10 min a 4°C

(Eppendorf Centrifuge 5804 R). El sobrenadante fue secado en una estufa (Labnet
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211D) a 37°C durante toda la noche, y el precipitado fue reconstituido en 50 uL de
etanol y 450 uL de buffer barbital 0.11 M pH 8.6 (SIGMA No. Cat. B6632).

Las muestras reconstituidas fueron enviadas al Laboratorio del Servicio de
Endocrinologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la
Universidad Autonoma de Nuevo Leodn, en donde se cuantificd la concentracion
de las hormonas T3 y T4 (ng/larva o huevo) mediante un radioinmunoensayo (RIA)

basado en la técnica descrita por Evered et al. (1976).

Homogenizacién en
Etanol 95% con 6- Centrifugacion
N-Propyl-2- (1,700 g, 10 min, 4°C)
Thiouracil (1mM)

Secar
Sobrenadante en
Estufa (37°C)

Disolver Pellet en
0.9 ml Buffer
Barbital 0.11 M (pH
8.6) + 0.1 ml Etanol

Radioinmunoensayo

Figura 4. Metodologia utilizada para la extraccién de hormonas tiroideas (Kobuke et al., 1987).

VLIV. Actividad de las enzimas digestivas

Para cuantificar la actividad de las enzimas digestivas en las larvas, las
muestras de pejelagarto pinto y de catan fueron liofilizadas (LABCONCO Freeze
Dryer 4.5) y trasladadas al laboratorio de Nutricion del Departamento de
Acuicultura del CICESE.

VLIV.l. Obtencion del extracto enzimatico

Con el propésito de eliminar los inhibidores enzimaticos que pudieran estar

presentes en la musculatura, asi como otras enzimas relacionadas con el
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metabolismo de las proteinas musculares, se diseco el sistema digestivo de las
larvas (un pool de 10 larvas por tanque/acuario).

El extracto enzimatico se obtuvo al homogenizar las muestras con un
homogenizador de tejidos Potter-Wheaton en 1 ml de agua destilada en un bano
de hielo. Se tomé una alicuota de 200 pL y el resto del homogenizado se
centrifugd a 16,000 g durante 30 min a 4°C (Eppendorf Centrifuge 5417 R). El
sobrenadante se repartioé en alicuotas de 200 pL que fueron almacenadas a -20°C

hasta ser analizadas.

VLIV.II. Cuantificacién de proteina soluble

La cantidad de proteina soluble en las muestras se cuantificé de acuerdo al
método de Bradford (1976), utilizando un kit de Bio-Rad (Quick Start Bradford
Protein Assay, No. Cat. 500-0206). En este caso, se utilizd el protocolo para
microplacas de 96 pozos. Primeramente, se mezclaron 5 pL de muestra con 250
uL del reactivo de Bio-Rad (azul de Coomassie). La mezcla se incubd a
temperatura ambiente durante 5 min, para después leer la absorbancia de cada
pozo de la placa en un lector de microplacas a 595 nm (Beckman Coulter, AD
200). La concentracion de proteina (ug/ml) se obtuvo al comparar la absorbancia
de las muestras con la de una curva estandar preparada con albumina de suero
bovino (0-1000 pg/ml).

VLIV.III. Actividad proteolitica alcalina total

Para la medicion de la actividad proteolitica alcalina se utilizé una
modificacion de la metodologia de Sarath et al. (1989). A 15 uL de extracto
enzimatico se le afiadieron 200 pyL de azocaseina al 2% (SIGMA No. Cat. A-2765).
La mezcla se incubd a 37°C durante 30 min. Al término de este tiempo, se detuvo
la reaccion con 400 pL de acido tricloroacético al 5% y se dej6 reposar durante 15
min a 4°C. La proteina precipitada se eliminé por centrifugacién a 19,000 g
durante 5 min. Se midié la absorbancia del sobrenadante a 366 nm contra un

blanco en el que el extracto enzimatico se inactivo por adicion del acido antes de
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iniciar la reaccion. Se utilizo tripsina comercial (SIGMA No. Cat. T-0303) en una

concentracion de reaccion de 10 pg/ml como control.

VLIV.IV. Actividad proteolitica acida total

Para la medicion de la actividad proteolitica acida se utilizd una
modificacion de la metodologia de Sarath et al. (1989). A 15 uL de extracto
enzimatico se le afadieron 200 yL de hemoglobina al 2% (SIGMA No. Cat. H-
2625). La mezcla se incub6 a 37°C durante 10 min; al término de este tiempo se
detuvo la reaccion con 400 uL de acido tricloroacético al 5% y se dejo reposar
durante 15 min a 4°C. La proteina precipitada se elimind por centrifugacion a
19,000 g durante 5 min. Se midié la absorbancia del sobrenadante a 280 nm
contra un blanco en el que el extracto enzimatico se inactivo por adicion del acido
antes de iniciar la reaccion. Se utilizé pepsina comercial (SIGMA No. Cat. P-7012)

en una concentracién de reaccion de 10 uyg/ml como control.

VLIV.V. Actividad tipo tripsina

Para la medicion de la actividad tipo tripsina se utilizé una modificacion de
la metodologia de Erlanger et al. (1961). En una microplaca de 96 pozos, se
afiadieron 10 yL de extracto enzimatico y 100 uL de BAPNA (Na-Benzoil-DL-
Arginina-P-Nitroanilida, SIGMA No. Cat. B4875). Se tomd una lectura inicial de la
absorbancia a 410 nm, se incubd la placa a 30°C durante 10 min, y al término de
este tiempo se tomd una lectura final de la absorbancia a 410 nm a la cual se le
resto el valor de la lectura inicial (blanco). Se utilizé tripsina comercial (SIGMA No.

Cat. T-0303) en una concentracién de reaccion de 10 ug/ml como control.

VLIV.VI. Actividad tipo leucina-aminopeptidasa

Para la medicion de la actividad tipo leucina-aminopeptidasa se utilizé una
modificaciéon de la metodologia de Appel (1974). Esta enzima se encuentra
asociada al epitelio intestinal, por lo que no se centrifugd el extracto, ya que al

centrifugar y eliminar los tejidos no disueltos en agua puede perderse cierta
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cantidad de la enzima. En una microplaca de 96 pozos, se afadieron 10 pyL de
extracto enzimatico y 90 pL de I|-leucina-p-nitroanilida (SIGMA No. Cat. L-9125).
Se tomd una lectura inicial de la absorbancia a 410 nm, se incubd la placa a 37°C
durante 30 min, y al término de este tiempo se tomd una lectura final de la
absorbancia a 410 nm, a la cual se le resto el valor de la lectura inicial (blanco). Se
utilizé aminopeptidasa comercial (SIGMA No. Cat. L5006) en una concentraciéon

de reaccién de 10 pg/ml como control.

VLIV.VIIl. Cuantificacion de la actividad

La actividad de las enzimas digestivas se expresé en unidades de actividad
(U), donde 1U se defini6 como el incremento de 0.01 unidades de
absorbancia/min. Los valores reportados representan la media de tres mediciones
realizadas en muestras independientes (n=9). La leucina-aminopeptidasa presenta
alta afinidad por el sustrato, por lo que en este caso se definié 1U como el cambio
de 0.1 unidades de absorbancia/min. La actividad se expresé como actividad total

(U/larva) y como actividad especifica (U/mg P).

e Actividad total:

U/larva=

AAbs./min*FD*1000]| /# larvas
E*VM / ml

Donde el cambio en la absorbancia por minuto es la diferencia entre la
absorbancia de la muestra y la del blanco, dividida entre el tiempo de incubacién;
FD es el factor de dilucion (volumen total de la reaccién/volumen de extracto);
1,000 es el volumen de agua en que se homogenizaron los tractos digestivos de
las larvas; E es 0.01 (proteasas totales y tripsina) 6 0.1 (leucina-aminopeptidasa) y

VM es el volumen de extracto utilizado.

e Actividad especifica:

U actividad/mg Proteina=

U actividad /mg Proteina
larva larva
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VLV. Analisis de acidos nucleicos

Para cuantificar la concentracion de los acidos nucleicos en las larvas del
pejelagarto pinto y catan, las muestras fueron liofilizadas (LABCONCO Freeze
Dryer 4.5). Con la intencion de utilizar unicamente el tejido muscular, se diseco el
pedunculo caudal de las larvas de ambas especies (un pool de 5 larvas por
tanque/acuario) y se midié el peso seco del tejido de cada muestra (mg), para
posteriormente calcular la relacion DNA:peso seco y RNA:peso seco.

Para la cuantificacion de los acidos nucleicos se utilizé la técnica descrita
por Kaplan et al. (2001) (Figura 5). Las muestras fueron homogenizadas con un
homogenizador de tejidos Potter-Wheaton (Fisher Scientific No. Cat. 08-414-16A)
en 0.5 ml de una solucién con NaCl 0.1 M y SDS al 0.2%, y posteriormente se
digirieron durante 2 horas a 55°C con 10 ug/ml de Proteinasa K (BIOLINE No. Cat.
37084). A continuacioén, las muestras se centrifugaron a 13,000 g por 10 min, una
alicuota de 10 pL del sobrenadante se colocé en una microplaca de 96 pozos con
50 uL de una solucién con PicoGreen (Invitrogen No. Cat. P7589). El PicoGreen
es un fluoréforo que se une especificamente al DNA de doble cadena (dsDNA).

La florescencia de las muestras se cuantificé en un fluorometro (BioTek
Synergy) a 500nm de excitacion y 535nm de emisién. La concentracion de dsDNA
(ng) se calculdo con una curva estandar (0-500 ng, Lambda DNA Standard,
Invitrogen PicoGreen dsDNA Assay Kit No. Cat. P7589).

Para evaluar la concentracion de RNA total (ng) en las muestras, se
colocaron 10 pL del sobrenadante en otra microplaca de 96 pozos con 50 uL de
una soluciéon con la enzima DNasa | libre de RNasa (2 unidades/pozo,
FERMENTAS No. Cat. EN0521) disuelta en Tris 50 mM pH 7.5 y MgCl, 10 mM.
Esta placa se incub6 durante 30 min a 37°C y, posteriormente se afadieron 50 uL
de una solucion con RiboGreen (Invitrogen No. Cat. R11490). El RiboGreen es un
fluoréforo que se une a los acidos nucleicos en general, por lo que al degradar el
DNA de las muestras con la enzima DNasa, la fluorescencia resultante

corresponde al RNA.
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Al igual que con el dsDNA, la concentracién de RNA se cuantificé por medio
de fluorimetria (Fluorometro BioTek Synergy, 500nm de excitacién y 535nm de
emision) comparando la fluorescencia emitida por las muestras con una curva
estandar (0-500 ng, RNA Ribosomal 16s de E. coli, Invitrogen RiboGreen RNA
Assay Kit No. Cat. R11490).

Todos los analisis se realizaron por triplicado (n=9), y al finalizar se calcul6
la razon RNA:DNA (ng de RNA/ng de DNA), la razon RNA:peso seco (ng de
RNA/mg de tejido utilizado) y la razon DNA:peso seco (ng de DNA/mg de tejido

utilizado).
Homogenizacion Sobrenadante en
(NaCl 0.1M - SDS Centrifugacion microplaca con
0.2% - Proteinasa K). . PicoGreen (dsDNA)
. ’ ., o) (13,000 g, 10 min) (500 nm exc. - 535 nm
Digestidn (2 h - 55°C) ems.)
RboGreen (A sobrenadante
total) (500 nm exc. - P

DNasa. Incubacion

535 nm ems.) (37°C - 30 min)

Figura 5. Metodologia utilizada para la cuantificacién de acidos nucleicos (Kaplan et al., 2001).
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VLVI. Andlisis estadistico

Se realiz6 la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y la prueba de
homogeneidad de varianza de Levene para asegurar que los datos cumplieran con
los supuestos de la estadistica paramétrica. En caso de no ser asi, los datos se
transformaron por logaritmo natural y se comprobé la normalidad y homogeneidad
de varianza. Los datos de porcentaje se transformaron con la funciéon arcoseno
(Zar, 1984).

Se utilizd un ANOVA de dos vias para evaluar la presencia de diferencias
significativas (0=0.05) entre tratamientos y entre dias de muestreo. Cuando se
encontraron diferencias, se aplicé la prueba de comparacion multiple de Fisher
LSD. En el caso de las variables en las cuales no se hicieron muestreos en
distintos dias, se utilizd un ANOVA de una via para evaluar las diferencias entre
los tratamientos (Zar, 1984). Todos los analisis fueron realizados con el software
STATISTICA 8.0.
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VII. Resultados

VII.l. Cuantificacion de hormonas tiroideas
VILLI. Catan

Los huevos que fueron expuestos a la T3 tuvieron una concentracién
significativamente mayor (Anova de 2 vias, F(6,28)=15.78, p<0.001, n=3) de esta
hormona (113.83 £ 39.57 ng/huevo) que los huevos del tratamiento control (17.17
+ 14.73 ng/huevo) (Figura 6). Sin embargo, al momento de la eclosion, la
concentracion disminuyo drasticamente, y no se encontraron diferencias
significativas entre ambos tratamientos. Por otra parte, a partir de la eclosion, la
concentracion de T3 se mantuvo en niveles basales durante el desarrollo (1.04 +

1.02 ng/larva).
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Figura 6. Concentracion (ng/huevo o larva) de la hormona T3 en huevos y larvas de catan
provenientes del tratamiento control y del tratamiento en que los huevos fueron expuestos a la
hormona Tj;. El (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos (Anova de 2 vias, p<0.05).
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Se cuantificd una concentracién significativamente mayor (Anova de 2 vias,
F(6,28)=29.29, p<0.001, n=3) de la hormona T4 en los huevos que fueron
expuestos a la T3 (3.83 £ 0.35 ng/huevo), en comparacién con la concentracion
registrada en los huevos del tratamiento control (1.57 + 0.26 ng/huevo) (Figura 7).
Sin embargo, al administrar T3 a los huevos, el incremento de la T4 no fue tan
elevado como el que registro la hormona T3 (113.83 £ 39.57 ng/huevo).

Al igual que en el caso de la T3, al momento de la eclosion, la concentracion
de la T4 disminuyd en ambos tratamientos (1.12 + 0.09 ng/larva T3; 1.12 £ 0.08
ng/larva control). Sin embargo, a diferencia de la T3, la concentracion de la T4 se
incrementd a los 2 DDE (3.6 £ 0.08 ng/larva T3; 3.55 + 0.13 ng/larva control), y a
partir de ese momento se mantuvo relativamente consistente durante el desarrollo

de las larvas en ambos tratamientos.
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Figura 7. Concentracion (ng/huevo o larva) de la hormona T, en huevos y larvas de catan
provenientes del tratamiento control y del tratamiento en que los huevos fueron expuestos a la
hormona T;. El (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos (Anova de 2 vias, p<0.05).
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VILLII. Pejelagarto pinto

No se encontraron diferencias significativas en la concentracién de T3 en
los huevos y larvas de pejelagarto pinto de los distintos tratamientos. Sin embargo,
los huevos provenientes de hembras inyectadas con T3 contenian una mayor
concentracion de esta hormona (4.18 + 2.66 ng/huevo) aunque, al momento de la
eclosion, la concentracion disminuyd al mismo nivel del tratamiento control (1.01
0.45 ng/larva) (Figura 8).

Por otra parte, las larvas provenientes de hembras inyectadas con la T4
contenian una mayor concentracion de la hormona T3 al momento de la eclosién
(4.96 £ 2.67 ng/larva). No obstante, a los 3 DDE el nivel de esta hormona
disminuyé y no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los
tratamientos (2.19 £ 2.002 ng/larva). A partir del tercer DDE, el nivel de T; de las
larvas de todos los tratamientos se incrementd ligeramente conforme avanzo el
desarrollo. Sin embargo, no se alcanzan a apreciar tendencias claras debido a la

amplia variacion en los datos.
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Figura 8. Concentracion (ng/huevo o larva) de la hormona T3 en huevos y larvas de pejelagarto
pinto provenientes del tratamiento control y de los tratamientos con hormonas tiroideas.
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Los huevos provenientes de hembras inyectadas con T3 y T4 contenian una
concentracion significativamente mayor (Anova de 2 vias, F(21,56)=4.58, p<0.001,
n=3) de T4 (5.06 £ 0.59 y 5.97 x+ 3.07 ng/huevo, respectivamente) con respecto a
la de los tratamientos con TSH y el control (1.08 + 0.28 y 0.905 + 0.33 ng/huevo,
respectivamente) (Figura 9). Por otra parte, la concentracion de T4 de los ovocitos
inmaduros (ovario) de las hembras tratadas con T3 y T4 fue significativamente
menor (0.72 £ 0.14 y 1.75 £ 0.09 ng/huevo, respectivamente) que la de los huevos
fertilizados (5.06 + 0.59 y 5.97 + 3.07 ng/huevo, respectivamente).

Al igual que en las larvas de catan, al momento de la eclosion la
concentracion de la hormona T4 disminuy6 al mismo nivel del tratamiento control
(0.89 % 0.30 ng/larva). A partir del tercer DDE, se present6 un incremento gradual
de la concentracion de esta hormona durante el desarrollo de las larvas, y a los 15
DDE alcanz6 una concentracién promedio de 4.32 + 0.84 ng/larva, similar a la de

los otros tratamientos.
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Figura 9. Concentracion (ng/huevo o larva) de la hormona T, en huevos y larvas de catan del
tratamiento control y de los tratamientos con hormonas tiroideas. El (*) indica diferencias
significativas entre los tratamientos (Anova de 2 vias, p<0.05).
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VILII. Reproduccién, condicion morfolégica y supervivencia
VILILI. Catan

La tasa de eclosion de los huevos expuestos a la T3 fue de 94.18 £ 2.31% y
no se encontraron diferencias significativas en relacion a la tasa de eclosion del
grupo control, la cual fue de 94.33 £ 0.99%. Por otra parte, la inmersion de los
huevos en la T3 provocd un incremento significativo (Anova, F(1,28)=7.75, p<0.01,
n=15) en su diametro (4.42 + 0.36 mm vs. 4.09 + 0.27 mm).

Al momento de la eclosion, el tamafio del saco vitelino de las larvas del
tratamiento control fue significativamente mayor (Anova, F(1,23)=8.26, p<0.01,
n=11) al de las larvas que fueron expuestas a la T3 (102.45 + 14.42% y 93.27 *
12.16%, respectivamente) (Figura 10). A los 2 DDE, no se encontraron diferencias
significativas entre ambos tratamientos (30.60 + 4.06% tratamiento control; 29.02 +
4.21% tratamiento Ts).
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Figura 10. Tamario relativo del saco vitelino (%) en relacion a la longitud total de larvas de catén
expuestas a la hormona Tz en comparacion con el tratamiento control. El (*) indica diferencias
significativas entre los tratamientos (Anova, p<0.05).
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No se encontraron diferencias significativas en la longitud total y la tasa de
crecimiento de las larvas de ambos tratamientos durante los 10 dias que duré el
bioensayo. Al momento de la eclosion, las larvas del tratamiento control y el
tratamiento T3 midieron 8.43 £ 0.44 mm y 8.56 £ 0.52 mm respectivamente, y al 10
DDE alcanzaron una longitud total de 24.48 + 4.42 mm y 24.55 + 2.96 mm (Figura
11), lo que a su vez se traduce en una tasa de crecimiento de 1.60 + 0.15 mm/dia
en el tratamiento control y de 1.59 + 0.19 mm/dia en el tratamiento Ts.

Conjuntamente, se cuantificé la tasa de crecimiento de las larvas cada 2
dias. En la Figura 12 se observa que la mayor tasa de crecimiento se registra a los
2 DDE (2.69 = 0.24 mm/dia tratamiento control; 2.73 £ 0.22 mm/dia tratamiento
T3), y disminuye drasticamente a los 5 y 6 DDE (0.41 £ 0.11 mm/dia tratamiento
control; 0.32 = 0.09 mm/dia tratamiento T3), una vez que se agotan las reservas
vitelinas. Finalmente, la tasa de crecimiento vuelve a incrementarse a los 7 y 8
DDE (1.38 + 0.19 mm/dia tratamiento control; 1.64 £ 0.21 mm/dia tratamiento T3).
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Figura 11. Longitud total (mm) de larvas de catan expuestas a la hormona T; en comparacién con
el tratamiento control.
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Figura 12. Tasa de crecimiento (mm/dia) de las larvas de catan expuestas a la hormona T;en
comparacion con el tratamiento control. Se consideran periodos de dos dias.

Al momento de la eclosion, el desarrollo del hocico en las larvas del
tratamiento control y el tratamiento T3 fue de 6.03 + 1.27% y 6.41 £ 0.97%
respectivamente, y se increment6 hasta alcanzar 12.41 + 1.86% y 13.19 £ 2.05%
al finalizar el bioensayo (Figura 13). Se encontré un incremento significativo de
este indice (Anova, F(5,167)=5.37, p<0.05, n=15) en las larvas que fueron
expuestas ala Tz alos 6 y 8 DDE (11.87 £ 1.58% 6 DDE; 12.79 + 2.18% 8 DDE)
en relacion al tratamiento control (10.13 £ 1.87% 6 DDE; 11.04 + 1.33% 8 DDE).

Finalmente, la tasa de supervivencia de las larvas de catan al final del
bioensayo fue mayor en el tratamiento T3 (78.18 + 7.44%) que en el control (72.85

1+ 4.19%). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas.
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Figura 13. Longitud del hocico en relacion a la longitud total (%) durante el desarrollo de larvas de
catan expuestas a la hormona T3 en comparacion con el tratamiento control. El (*) indica diferencia
significativa entre los tratamientos (Anova de 2 vias, p<0.05).

VILILIL. Pejelagarto pinto

Para evaluar el efecto de las hormonas tiroideas sobre la reproduccion del
pejelagarto pinto, se evalud el porcentaje de desoves exitosos después de inyectar
a los reproductores con T3, T4 y TSH y se comparé con el control. El porcentaje
mas alto fue del 75% de desoves exitosos en los tratamientos T4 y TSH, en el
tratamiento T3 se obtuvo un porcentaje del 60% y el control resulté en un
porcentaje de desoves exitosos del 20%.

La tasa de eclosién para los tratamientos con T3, T4, TSH y control fue de
84.6 + 15.33%, 79.8 £+ 23.42%, 78.4 + 9.44% y 64.83 + 7.13%, respectivamente.
Sin embargo, unicamente se presentaron diferencias significativas entre el
tratamiento T3 y el control (Anova, F(1,13)=6.48, p<0.05). En cuanto al diametro de

los huevos, los del tratamiento T4 y TSH tuvieron un menor didmetro (3.94 + 0.24
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mm; 3.93 £ 0.13 mm) en comparaciéon con el tratamiento T3 y el control (4.09
0.34 mm; 4.09 + 0.22 mm).

El peso seco de las larvas al momento de la eclosién fue significativamente
mayor (Anova, F(3, 269)=3.80, p<0.05) en el tratamiento control (4.24 £ 1.13 mq)
en comparacion con los tratamientos T3, T4 y TSH (3.80 £ 0.62 mg, 3.71 £ 1.28 mg
y 3.68 £ 0.76 mg, respectivamente). Lo anterior, a su vez se ve reflejado en el
tamano del saco vitelino al momento de la eclosion, ya que el tratamiento control
presenté el mayor tamano (73.17 + 7.06%) en comparacion con los tratamientos
T3, T4y TSH (65.03 + 8.31%, 67.65 + 10.54% y 69.49 * 5.73%, respectivamente),
aunque solo se presentaron diferencias significativas entre el tratamiento control y
el tratamiento T3 (Anova, F(1,18)=6.07, p<0.05).

No se encontraron diferencias significativas en la longitud total de las larvas
de los distintos tratamientos durante los 15 dias que duro6 el bioensayo (Figura 14).
Las larvas presentaron una tasa de crecimiento de 0.93 + 0.16 mm/dia (control),
0.90 £ 0.11 mm/dia (T3), 0.93 + 0.18 mm/dia (T4) y 0.89 £ 0.10 mm/dia (TSH).

Conjuntamente, se cuantificd la tasa de crecimiento de las larvas durante
cada muestreo, es decir cada 3 dias a partir de la eclosion. En la Figura 15 Las
mayores tasas de crecimiento se presentan a los 4, 5 y 6 DDE (1.82 £ 0.15
mm/dia - control; 1.76 £ 0.19 mm/dia - T3; 1.54 + 0.29 mm/dia - T4; 1.79 + 0.21
mm/dia - TSH) y a partir de ese momento, la tasa disminuye gradualmente una

vez que se agotan las reservas vitelinas.
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Figura 14. Longitud total (mm) de larvas de pejelagarto pinto provenientes de hembras inyectadas
con hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) en comparacion con el tratamiento control.
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Figura 15. Tasa de crecimiento (mm/dia) en larvas de pejelagarto pinto provenientes de hembras

inyectadas con hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) en comparacion con el tratamiento control, para
intervalos de tres dias.
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Como un indice morfométrico para evaluar el efecto de las hormonas
tiroideas sobre el desarrollo temprano, se evaluo el grado de desarrollo del hocico
en relacién con la longitud total de las larvas (Figura 16). Al momento de la
eclosion, el desarrollo del hocico en el tratamiento control y los tratamientos T3, T4
y TSH fue de 545 + 0.18%, 5.10 + 0.08%, 4.85 + 0.10% y 4.79 = 0.11%,
respectivamente. Al finalizar el bioensayo, el desarrollo del hocico fue mayor en
los tratamientos con hormonas (13.41 + 0.19% - T3; 12.79 + 0.42% - T4, 12.36 %
0.72% - TSH) que en el tratamiento control (12.01 £ 0.06%), sin embargo no se

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 16. Longitud relativa del hocico de larvas del pejelagarto pinto (%) provenientes de hembras
inyectadas con hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) en comparacién con el tratamiento control.

En el caso del pejelagarto pinto, no se evalud la supervivencia en el cultivo,
sin embargo, se obtuvo un indice de supervivencia de las larvas en inanicion
(Figura 17). Después de 15 dias, las larvas del tratamiento control presentaron un
indice de supervivencia del 100%, mientras que en los tratamientos con hormonas
tiroideas este indice disminuyd (94% T4; 92.3% T3; 81.1% TSH), aunque no se

presentaron diferencias significativas.
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Figura 17. indice de supervivencia en inanicion (%) de larvas de pejelagarto pinto provenientes de
hembras inyectadas con hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) en comparacion con el tratamiento
control.

VILIII. Actividad de las enzimas digestivas
VILIILIL. Catan

La actividad proteolitica alcalina total en las larvas de catan se detecto a
partir de los 4 DDE (Figura 18-A). La actividad de esas enzimas incremento
drasticamente a los 2 y 4 DDE ademas, la actividad detectada a los 4 DDE fue
significativamente mayor (Anova de 2 vias, F(5,58)=2.91, p<0.05, n=6) en las
larvas del tratamiento T3 (33.78 + 5.36 U/larva) que en las larvas control (18.03 +
5.28 Ullarva). Por otra parte, a los 10 DDE la actividad en el tratamiento T;
disminuyd, mientras que en el control aumento.

En cuanto a la actividad proteolitica acida total (Figura 19-A), se presento
una tendencia similar a la actividad alcalina. De igual forma, se cuantificé una
mayor actividad a los 4 DDE en las larvas del tratamiento T3 (334.83 + 32.31
U/larva) en relacion a las del control (230.24 + 49.76 U/larva), sin embargo esta
diferencia no fue significativa. Al igual que en la actividad alcalina, a los 10 DDE la
actividad acida en el tratamiento control aumento.

Al igual que para las otras enzimas evaluadas, la actividad tipo tripsina se

detect6 a partir de los 4 DDE (Figura 20-A). Sin embargo, después fue
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disminuyendo gradualmente durante el desarrollo de las larvas. Se present6 una
actividad significativamente mayor (Anova de 2 vias, F(5,58)=2.71, p<0.05, n=6) a
los 4 DDE en las larvas del tratamiento T3 (23.00 + 3.63 U/larva) que en las del
control (13.93 + 4.37 Ul/larva).

La actividad tipo leucina-aminopeptidasa se incrementd gradualmente
durante el desarrollo de las larvas a partir de los 2 DDE (Figura 21-A). Ademas, la
actividad de esta enzima en las larvas del tratamiento T3 fue significativamente
mayor (Anova de 2 vias, F(5,58)=3.04, p<0.05, n=6) a los 4 y 6 DDE (5.91 + 0.54
Ul/larva y 6.48 + 0.30 U/larva, respectivamente) en comparacién con la encontrada
en el tratamiento control (3.92 + 1.03 Ullarva y 3.61 £ 0.93 Ullarva,
respectivamente).

Por otra parte, la actividad especifica (U/mg de proteina) de todas las
enzimas evaluadas (Figura 18-B, 19-B, 20-B y 21-B) no present6 diferencias
significativas entre los tratamientos. Esta actividad resultd con una tendencia

similar a la de la actividad total (U actividad/larva).
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Figura 18. Actividad proteolitica alcalina total durante el desarrollo de larvas de catan expuestas a
la hormona T3 en comparacion con el tratamiento control. (A) Actividad total (U/larva); (B) Actividad
especifica (U/mgP). El (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos (Anova de 2 vias,

p<0.05).
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Figura 19. Actividad proteolitica acida total durante el desarrollo de larvas de catan expuestas a la
hormona T3 en comparacion con el tratamiento control. (A) Actividad total (U/larva); (B) Actividad
especifica (U/mgP). El (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos (Anova de 2 vias,

p<0.05).
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Figura 20. Actividad tipo tripsina durante el desarrollo de larvas de catédn expuestas a la hormona
Tz en comparacion con el tratamiento control. (A) Actividad total (U/larva); (B) Actividad especifica
(U/mgP). EI (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos (Anova de 2 vias, p<0.05).
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Figura 21. Actividad tipo leucina-aminopeptidasa durante el desarrollo de larvas de catan
expuestas a la hormona T3 en comparacion con el tratamiento control. (A) Actividad total (U/larva);
(B) Actividad especifica (U/mgP). El (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos
(Anova de 2 vias, p<0.05).
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VILIILII. Pejelagarto pinto

La actividad proteolitica alcalina total en las larvas de pejelagarto pinto se
detect6 desde el momento de la eclosion, aunque a muy bajos niveles (Figura 22-
A). La actividad se incrementd significativamente (Anova de 2 vias, F(15,143)=
2.71, p<0.05) en las larvas de los tratamientos con hormonas tiroideas a los 9
DDE (6.47 £ 1.41 Ullarva T3; 6.74 £ 2.00 U/larva T4; 6.68 £ 2.71 Ul/larva TSH),
comparadas con la actividad del tratamiento control (2.27 £ 0.87 U actividad/larva).
La actividad especifica (Figura 22-B) en las larvas de los tratamientos T3y control
fue mayor al momento de la eclosion, debido a la poca cantidad de proteina en
relacion a la actividad detectada. Sin embargo, a los 2 DDE la actividad disminuyé
y se mantuvo relativamente constante durante el desarrollo de las larvas.

La actividad proteolitica acida total (Figura 23-A) se detectd a los 6 DDE y
alcanzo la maxima actividad a los 9 DDE (6.47 £ 1.41 Ullarva T3; 6.74 £ 2.00
Ullarva T4, 6.68 = 2.71 Ul/larva TSH; 6.47 + 1.41 Ul/larva control), aunque no se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos. La actividad
especifica (Figura 23-B) se comporté de manera similar a la actividad total.

En el caso de la actividad tipo tripsina, se presentd un incremento gradual
durante el desarrollo de las larvas a partir de los 3DDE (Figura 24-A). Ademas, a
los 6 DDE, la actividad en las larvas provenientes de los tratamientos con
hormonas tiroideas fue significativamente mayor (Anova de 2 vias, F(15,135)=
3.13, p<0.001) (4.56 + 1.38 Ullarva T3; 2.85 £ 0.46 Ullarva Ty4; 2.96 £ 0.55 Ul/larva
TSH), en comparacién con el tratamiento control (0.7 + 0.20 U actividad/larva
control). A diferencia de la actividad total, la actividad especifica se mantuvo
relativamente consistente durante el desarrollo de las larvas (Figura 24-B).

Finalmente, al igual que la actividad tipo tripsina, la actividad tipo leucina-
aminopeptidasa se fue incrementado gradualmente durante el desarrollo de las
larvas a partir de los 3 DDE (Figura 25-A). Asimismo, a los 3 y 9 DDE, la actividad
en las larvas provenientes de los tratamientos T3 y T4 fue significativamente mayor
en comparacion con el tratamiento TSH y control. A diferencia de la actividad total,

la actividad especifica se mantuvo relativamente consistente (Figura 25-B).
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Figura 22. Actividad proteolitica alcalina total durante el desarrollo de larvas de pejelagarto pinto
provenientes de hembras inyectadas con hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) en comparacién con el

tratamiento control. (A) Actividad total (U/larva); (B) Actividad especifica (U/mgP). Distintos
superindices indican diferencias significativas entre los tratamientos (Anova de 2 vias, p<0.05).
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Figura 23. Actividad proteolitica acida total durante el desarrollo de larvas de pejelagarto pinto
provenientes de hembras inyectadas con hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) en comparacién con el
tratamiento control. (A) Actividad total (U/larva); (B) Actividad especifica (U/mgP).
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Figura 24. Actividad tipo tripsina durante el desarrollo de larvas de pejelagarto pinto provenientes
de hembras inyectadas con hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) en comparacién con el tratamiento
control. (A) Actividad total (U/larva); (B) Actividad especifica (U/mgP). Distintos superindices
indican diferencias significativas entre los tratamientos (Anova de 2 vias, p<0.05).
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Figura 25. Actividad tipo leucina-aminopeptidasa durante el desarrollo de larvas de pejelagarto
pinto provenientes de hembras inyectadas con hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) en comparacién

con el tratamiento control. (A) Actividad total (U/larva); (B) Actividad especifica (U/mgP). Distintos
superindices indican diferencias significativas entre los tratamientos (Anova de 2 vias, p<0.05).
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VILIV. Cuantificacion de acidos nucleicos
VILIV.l. Catan

La relacion RNA:DNA en las larvas de catan al momento de la eclosion
expuestas a la hormona T3 fue de 5.05 £ 0.22, y no se presentaron diferencias
significativas con respecto a las larvas del tratamiento control, la cual fue de 5.20 +
0.27. Posteriormente, esta relacion se mantuvo relativamente constante durante el
desarrollo de las larvas (Figura 26).

En cuanto a la relacion DNA:Peso Seco y la relacion RNA:Peso Seco
(Figura 27 y 28), se observo una mayor cantidad de DNA y RNA en relacién al
peso en las larvas del tratamiento T3 al momento de la eclosion (553.12 + 28.77;
2,794.46 + 146.58) con respecto al tratamiento control (412.84 + 10.50; 2,146.63 +
45.19). En ambos tratamientos las relaciones fueron disminuyendo conforme
avanz6 el desarrollo de las larvas.
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Figura 26. Relacién RNA:DNA durante el desarrollo de larvas de catan expuestas a la hormona T,
en comparacion con el tratamiento control. El (*) indica diferencias significativas entre los
tratamientos (Anova de 2 vias, p<0.05).
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Figura 27. Relacion DNA:Peso Seco durante el desarrollo de larvas de catan expuestas a la
hormona T3 en comparacion con el tratamiento control. El (*) indica diferencias significativas entre
los tratamientos (Anova de 2 vias, p<0.05).
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Figura 28. Relacion RNA:Peso Seco durante el desarrollo de larvas de catan expuestas a la

hormona T3 en comparacion con el tratamiento control. El (*) indica diferencias significativas entre
los tratamientos (Anova de 2 vias, p<0.05).



56

VILIV.II. Pejelagarto pinto

La relacion RNA:DNA en las larvas recién eclosionadas de pejelagarto pinto
provenientes de los tratamientos con hormonas tiroideas fue significativamente
mayor (Anova de 2 vias, F(15,154)=7.48, p<0.001) que en las larvas del
tratamiento control (3.39 + 0.31 T3; 2.78 + 0.32 T4; 2.81 £ 0.22 TSH; 1.36 = 0.07
control). Sin embargo, al igual que en el catan, no se aprecié un aumento de la
relacion RNA:DNA durante todo el desarrollo larvario. Ademas, no se aprecio un
efecto claro de las hormonas tiroideas (Figura 29).

En la relacion RNA:Peso Seco (Figura 30) se observo una mayor cantidad
de RNA en relacion al peso en las larvas de los tratamientos con hormonas
tiroideas al momento de la eclosion, con respecto al tratamiento control (1,085.61
+ 126.99 - T3; 1,312 £ 106.66 — T|4; 1,482 £ 249.46 - TSH; 923.08 + 125.43-
control). Sin embargo, en el caso de la relacion DNA:Peso Seco (Figura 40), se
observo un efecto contrario, ya que las larvas del tratamiento control presentaron
mayor cantidad de DNA en relacién al peso al momento de la eclosiéon (331.26 +
25.47 T3; 508.60 + 61.66 T4; 487.93 £ 65.19 TSH; 663.21 £ 140.03 control).

Ambas relaciones fueron disminuyendo hasta los 6 DDE, para después
mantenerse consistentes durante el resto del desarrollo de las larvas. Sin
embargo, en los tratamiento con hormonas tiroideas se presentd un ligero pero
significativo incremento de la relacion DNA:Peso Seco a los 3 y 6 DDE, y de la

relacion RNA:Peso Seco desde la eclosiéon hasta los 9 DDE.
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Figura 29. Relacion RNA:DNA durante el desarrollo de larvas de pejelagarto pinto provenientes de
hembras inyectadas con hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) en comparacion con el tratamiento
control. Distintos superindices indican diferencias significativas entre los tratamientos (Anova de 2
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Figura 30. Relacién RNA:Peso Seco durante el desarrollo de larvas de pejelagarto pinto
provenientes de hembras inyectadas con hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) en comparacién con el
tratamiento control. Distintos superindices indican diferencias significativas entre los tratamientos

(Anova de 2 vias, p<0.05).
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VIII. Discusion

VIILI. Fisiologia tiroidea en catan y pejelagarto pinto

Transferencia de las hormonas tiroideas a los huevos

Existen diferentes alternativas para administrar las hormonas tiroideas a las
larvas de peces. En este estudio se optd por evaluar dos metodologias de
administracion distintas: la administracion directa a los huevos y la administracion
por via materna. Ambos métodos de administracién ocasionaron un incremento
significativo en la concentracion de hormonas tiroideas en los huevos. Sin
embargo, al administrar la hormona T3 de manera directa, la concentracion de las
hormonas T3 y T4 en los huevos fue mayor que cuando se administraron por el
meétodo de inyeccion materna. Esto posiblemente se debe a que la hormona T3 es
una molécula organica de bajo peso molecular que por su composicion idnica
tiene la capacidad de atravesar la membrana celular (Power et al., 2001). Al
exponer los huevos a una inmersion directa de T3 (1 ppm — 2 horas), es probable
que la diferencia de gradientes haya provocado que la hormona atravesara la
cubierta de los huevos en gran cantidad.

Es importante destacar que al administrar la hormona T3 a los huevos,
también se presentd un incremento significativo en la concentracion de la hormona
T4, la cual es un precursor de la hormona T3, por lo que al incrementar la
concentracion de T3 es probable que se presente una regulacion negativa de la
conversion de T4 a T3, y por consecuencia se incrementa también la concentracién
de T4 en el huevo. Esto sugeriria que los embriones de catan y pejelagarto pinto
cuentan con un mecanismo funcional de conversion de T4 a T3, seguramente por
medio de la enzima 5’-monodesiodinasa como lo indican Walpita et al. (2007) para
el pez zebra.

De acuerdo con el incremento en la concentracion de hormonas tiroideas
encontrada en los huevos de ambas especies en respuesta a la administracion de

T3, se puede concluir que el método de aplicacién directa incrementa en mayor



60

medida la cantidad de hormona disponible para las larvas, ya que hay una mayor
transferencia. Sin embargo, uno de los problemas al aplicar las hormonas de esta
manera, que si bien no se presentd en este trabajo, si se ha reportado en otros
estudios, es la aparicion de malformaciones y mortalidad alta en las larvas de
algunas especies (Nacario, 1983; Mendoza et al., 2002; Walpita et al., 2007),
probablemente debido a una sobredosis (Lam, 1994). Esto sugiere una regulacion
de la cantidad de hormonas maternas que se depositan en el huevo y que son
necesarias para el desarrollo temprano.

Aguilera (1999) administr6 hormonas tiroideas de manera directa a las
larvas de catan, y reportdé que agregar la hormona T3 al agua (0.1 ppm) elevé la
mortalidad de las larvas, y sugirié que ocurrié una sobredosis. Esto probablemente
se deba a que la hormona se mantuvo en el agua durante todo el cultivo y por lo
tanto fue demasiado tiempo de exposicion. De manera general, la aplicacion de
las hormonas tiroideas se hace mediante una balneacion durante un periodo corto

de tiempo (Landines et al., 2010), como en el caso de este estudio.
Transferencia materna de hormonas tiroideas

Como una alternativa para la administracion hormonal, se han realizado
diversos estudios aplicando hormonas tiroideas a través de una inyeccion a las
hembras maduras, en un momento previo a la induccién del desove. En todos
ellos se ha observado un incremento significativo en la concentracién de estas
hormonas en los huevos (Brown et al., 1989; Ayson y Lam, 1993; Tachihara et al.,
1997; Kang y Chang, 2004).

En este estudio, al inyectar las hormonas T4 y T3 a las hembras de
pejelagarto pinto, también se incremento significativamente el nivel de la hormona
T4 en los huevos. Esto indica la existencia de un mecanismo de transferencia
materna de las hormonas tiroideas hacia el ovocito en esta especie. Sin embargo,
hay diversas hipotesis sobre como es que estas hormonas se transfieren a los
huevos. Algunos estudios indican que durante la vitelogénesis las hormonas

tiroideas se unen a la vitelogenina y son transportadas al ovocito (MacKenzie et
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al., 1987; Babin, 1992; Cyr y Eales, 1996; Monteverdi y Di Giulio, 2000; Kayaba et
al., 2008). Sin embargo, también se ha demostrado que estas hormonas pueden
entrar al ovocito por medio de gradientes de concentracion de manera
independiente a la vitelogenina (Raine y Leatherland, 2003). Es posible que en los
peces se presenten ambas formas de enriquecimiento, aunque debido al alto
grado de asociacién de las hormonas tiroideas con la vitelogenina (mayor al 80%)
(Monteverdi y Di Giulio, 2000), es probable que esta sea la via principal de
incorporacion a los huevos.

En este estudio no se evalué la manera en que se transfirieron las
hormonas tiroideas a los huevos de pejelagarto pinto. Sin embargo, se puede
inferir que es un proceso ligado a la vitelogénesis y la fase final de maduracion del
huevo, ya que la concentracion de la hormona T4 encontrada en los ovocitos
inmaduros fue significativamente menor a la de los huevos fertilizados.

Por otra parte, a diferencia de lo esperado, al inyectar la hormona T3 a las
hembras no se encontré un incremento significativo en su concentraciéon en los
huevos. Pese a esto, es probable que si se haya presentado una transferencia de
T3, ya que si bien no se encontré un incremento significativo de esta hormona, si
se presentd un incremento significativo en la hormona T4. Esto indica que hubo
menor conversion de T4 a Tz en los embriones de este tratamiento, probablemente
porque durante algun punto del desarrollo contaron con una mayor cantidad de T3
disponible, permitiendo de esta manera que la T4 que ya se encontraba en los
huevos no fuera utilizada.

En contraste con los resultados del presente estudio, Kang y Chang (2004)
inyectaron T3 a hembras de pez roca (Sebastes schlegeli) y encontraron un
incremento significativo de esta hormona en los huevos. Ellos inyectaron T3 cada
semana durante un mes (20 mg/kg por inyeccion). Esto indica que, si bien en el
pejelagarto pinto una inyeccion fue suficiente para apreciar un incremento
significativo en la concentracion de T4, tal vez seria necesario incrementar el
numero de aplicaciones previo al desove para de igual forma detectar un

incremento en los niveles de T3 en los huevos.
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Finalmente, en el caso de la hormona TSH, en este estudio no fue posible
cuantificar su concentracion en los huevos y larvas. La TSH es una molécula
peptidica de mayor peso molecular que no se esperaria que pasara a través de la
cubierta del huevo por difusion. Al evaluar la concentracion de Tz y T4 en los
huevos provenientes de este tratamiento, no se encontré un incremento
significativo con respecto al control. Sin embargo, al evaluar eventos posteriores
en el desarrollo si se encontré un efecto positivo en las larvas provenientes de
hembras inyectadas con TSH. Es posible que se haya reforzado el mecanismo de
estimulacion del eje tiroideo normal de las hembras de pejelagarto pinto (Yamano,
2005), permitiendo que la tiroides generara una mayor concentracién de hormonas
tiroideas que fueron transferidas a los embriones, aunque en menor cantidad por
lo que no fue posible detectar un incremento significativo de su concentracion.
Otra posibilidad es que, a reserva de probarlo en un futuro, la hormona TSH se
haya transferido a los embriones, y una vez que se desarroll6 la glandula tiroides
de la larva, se estimuld la sintesis de las hormonas tiroideas provocando efectos

positivos en el desarrollo.
Concentracion de hormonas tiroideas durante el desarrollo

Al cuantificar la concentraciéon de hormonas tiroideas durante el desarrollo
de las larvas de pejelagarto pinto y catan, se encontré que su concentracién en los
huevos aumentd significativamente. Sin embargo, una vez que eclosionaron las
larvas (0 DDE) la concentracion disminuyd al nivel de las larvas del tratamiento
control. Este resultado difiere al encontrado para otras especies de peces, ya que
posterior a la aplicacion de las hormonas tiroideas se ha reportado una
concentracion elevada entre los 6 y 15 DDE (Brown et al., 1989; Ayson y Lam,
1993; Tachihara et al., 1997; Kang y Chang, 2004).

A diferencia de las especies de peces hasta ahora estudiadas, los
lepisosteidos se caracterizan por un desarrollo mucho mas acelerado, ya que
entre los 10 y los 15 DDE ya son juveniles, con tasas de crecimiento de 1 a 5

mm/dia (Mendoza et al., 2008a). Esta puede ser la causa de que los niveles de T3
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y T4 desciendan tan drasticamente después de la eclosion, ya que al contar con un
metabolismo tan acelerado, es probable que la larva utilice rapidamente todas las
hormona tiroideas previamente acumuladas, sobre todo porque las hormonas
tiroideas promueven la sintesis y utilizacion de proteinas (Yamano, 2005).

Otro resultado importante es el incremento significativo de la hormona T4 a
los 2 DDE en el catan y a los 3 DDE en el pejelagarto pinto. Este incremento en la
produccion enddgena de hormonas tiroideas, es indicativo del desarrollo precoz de
una glandula tiroides funcional durante la etapa larval. Esto tiene sentido, ya que la
concentracion de hormonas tiroideas en los huevos del tratamiento control
(hormonas provenientes unicamente de la madre) es relativamente baja, lo que
sugiere la aparicion de un eje tiroideo funcional desde muy temprano, como lo
sugirieron Aguilera et al. (2010) para el catan. Al comparar la edad a la que inicia
la produccion de hormonas tiroideas en diferentes especies de peces, se encontrd
que generalmente coincide con el momento en que se reabsorbe casi por
completo el saco vitelino (Yamano, 2005). El catan y el pejelagarto pinto no son la
excepcion a esta generalizacion, ya que el saco vitelino fue reabsorbido
completamente a los 3 y 5 DDE respectivamente, lo cual coincide con el inicio de
la produccién de Tj.

La concentracion de T4 cuantificada durante el desarrollo de las larvas de
pejelagarto pinto y del catan, presentd valores mas estables que los de Ts. De
manera general, en otras especies de peces también se ha reportado una mayor
variabilidad en la concentracién de T3 que en la de T4. Esto probablemente se
deba a que la actividad de la 5’monodesiodinasa, la cual controla la conversion de
T4 a T3, se ve afectada por un gran numero de factores como la temperatura y la
salinidad, pero sobre todo por los niveles postprandiales de glucosa (después de
alimentacién) y los niveles de cortisol (hormona del estrés) (Farbridge y
Leatherland, 1992; Eales y Brown, 1993).

En el caso de la T3 no se aprecid un incremento en su concentracion
durante el desarrollo larvario, lo cual sugiere que la utilizan en cuanto es

sintetizada. Estos resultados coinciden con el de Navarrete et al. (2011), quienes
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no encontraron un incremento en los niveles de T3 en los tejidos de juveniles de
pez blanco (Chirostoma estor) después de suministrarles T4 en el agua. Ademas,
Raine et al. (2004) observaron que al administrar T3 de manera continua a la
trucha arcoiris, llega un momento en que la concentracién de esta hormona deja
de incrementarse en las larvas, lo cual sugiere que hay un mecanismo para evitar
su acumulacion excesiva. Esto puede ser mediante un proceso de deiodinizacion
o la formacion de T3 reversa (rT3) (Yamano, 2005).

La concentracion de T4 durante el desarrollo del catan se mantuvo estable,
mientras que la del pejelagarto pinto aumenté gradualmente. Esto puede estar
relacionado con el crecimiento mas acelerado que se observa en el catan, en
comparacion con el pejelagarto pinto. Tanaka et al. (1995) reportaron que en el
caso de las larvas de peces marinos, como el lenguado, se observa un incremento
muy marcado de esta hormona durante la metamorfosis. Este incremento en la
concentracion de T4 no se observd en las especies evaluadas en este estudio, lo
cual puede deberse a que las larvas de los lepisosteidos no atraviesan por una
metamorfosis tan marcada. No obstante, en ambas especies se observa un
incremento en la concentraciéon de T4 a los 6 DDE, que coincide con un aumento

en la actividad enzimatica y un marcado cambio en la tasa de crecimiento.

VIILII. Efecto de las hormonas tiroideas en catan y pejelagarto pinto
VIILILI. Reproduccién, morfologia y supervivencia
Efecto sobre la induccién del desove

El efecto de las hormonas tiroideas sobre la reproduccion de los peces ha
sido bien estudiado. En hembras de trucha arcoiris, el suministro de T3 sola o en
combinacion con las gonadotropinas (GTH), ocasiona un incrementd en el indice
gonadosomatico (Cyr y Eales, 1996). Estos autores concluyeron que la hormona
T3 actua sinérgicamente con las GTH para mejorar el desarrollo del ovario, y por lo
tanto tiene la capacidad de amplificar la accion de la GTH, posiblemente
incrementado el numero de receptores para estas glicoproteinas o bien

modificando su afinidad. Ademas, se ha demostrado que la T3 actia de manera
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independiente a las GTH, incrementado los niveles de AMP ciclico en las células
foliculares, y que esto promueve la produccion de testosterona y estradiol, y
acelera la maduracion final del ovario y los testiculos, asi como la ovulacion (Eales
y Brown, 1993; Bjornsson et al., 1997; Garcia et al., 2004).

En este estudio, al inyectar las hormonas tiroideas justo antes de inducir el
desove en las hembras de pejelagarto pinto, se incrementé de manera importante
el porcentaje de desoves exitosos obtenidos. A reserva de evaluar variables como
el indice gonadosomatico o el crecimiento en volumen de los ovocitos (absorcion
de vitelogenina), los resultados de este estudio sugieren que en los lepisosteidos
las hormonas tiroideas juegan un papel muy importante en la reproduccion, en

especifico promoviendo el desove.

Efecto sobre la tasa de eclosion y desarrollo embrionario

El papel de las hormonas tiroideas de origen materno en el desarrollo
embrionario ha sido objeto de considerable discusion en la literatura. Se propuso
que estas hormonas simplemente pasaban a los huevos por difusién y no
participaban en el desarrollo temprano de los peces. Esto llevo a la idea de que
resultaba inutil adicionar estas hormonas a los huevos, ya que desde el punto de
vista de la seleccion natural seria poco probable que esto produjera efectos
positivos en el embrién (Cyr y Eales, 1996).

Hoy en dia se sabe que los embriones cuentan con la maquinaria necesaria
para utilizar las hormonas tiroideas y que ademas, al adicionar estas hormonas se
crean efectos positivos en el desarrollo temprano, acelerando la tasa de eclosion y
la pigmentacion del embrion (Walpita et al., 2007). En el caso del catan y el
pejelagarto pinto, no se evalud el efecto en el tiempo que tardaron en eclosionar
los embriones. Sin embargo, se evalu6 la tasa de eclosion en los distintos
tratamientos, como una medida para evaluar la calidad del huevo. No se
encontraron estudios que indiquen un efecto positivo de las hormonas tiroideas
sobre la tasa de eclosion en peces. En el catan no se aprecié un efecto de la

hormona T3 sobre esta variable. Sin embargo, al evaluar la tasa de eclosiéon del
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pejelagarto pinto, se encontré un incremento significativo en la eclosion de los
huevos provenientes de hembras inyectadas con hormonas tiroideas. Esto
representa un importante beneficio, ya que al aplicar las hormonas antes de la
fertilizacion del ovocito, se logra mejorar la tasa de eclosién.

En cuanto al diametro de los huevos, no se aprecié un efecto significativo
de las hormonas en el pejelagarto pinto, es posible que las diferencias observadas
estuvieran relacionadas con la variabilidad inherente a cada desove. Sin embargo,
en el catan si se observd un incremento significativo en el diametro de los huevos
del tratamiento con T3. Todos los huevos utilizados en este bioensayo provinieron
de un desove unico, por lo que esta variacion probablemente tuvo que ver con la
acumulacion de T3 en el interior de los huevos, 1o que a su vez pudo provocar un
gradiente de concentracion que promovié la entrada de agua y por lo tanto se
incrementd el tamafo de los huevos de este tratamiento.

Finalmente, otra variable utilizada para evaluar el efecto de las hormonas
tiroideas sobre el desarrollo embrionario fue el tamafio del saco vitelino al
momento de la eclosion. En este caso, para ambas especies se encontré una
disminucién en el tamano del saco vitelino de las larvas a las que se les
administraron hormonas tiroideas en comparacion con el control. Esto indica que
las hormonas aceleraron el metabolismo y en consecuencia la utilizacion de las
reservas vitelinas, como ha sido reportado en otras especies de peces (Tanaka et
al., 1995).

Efecto en el crecimiento

Diversos estudios reportan un incremento significativo en el crecimiento de
larvas de distintas especies de peces después de administrar hormonas tiroideas
(Tabla 1). Estas hormonas actuan principalmente promoviendo el crecimiento
esquelético y la tasa de conversion alimenticia. Sin embargo, Kuzmina et al.
(2010) reportaron que en el rutilo (Rutilus rutilus) el crecimiento se vio reducido al
administrar T3 debido a que toda la energia metabdlica se utilizé en procesos de

desarrollo de érganos y tejidos, en lugar de crecimiento esquelético. De la misma
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manera, Mendoza et al. (2003), reportaron larvas mas pequefas y con
deformidades a concentraciones altas de Ts;. Estos resultados contradictorios
indican que probablemente los efectos de las hormonas tiroideas en el crecimiento
son especie-especificos y dependen de la dosis utilizada.

En el caso del catan y el pejelagarto pinto, no se encontré un efecto de las
hormonas tiroideas sobre el crecimiento larvario. Esto tal vez se deba a que
hormonas administradas a los huevos se consumieron muy rapido a causa del
metabolismo acelerado de estas especies, y que por lo tanto no fue suficiente para
afectar los procesos de crecimiento esquelético. Aguilera (1999) administré estas
hormonas al catan durante un periodo mas prolongado que el de este estudio, y
tampoco encontré un efecto sobre la longitud total de las larvas. Esto sugiere que
dado que los lepisosteidos tienen una tasa de crecimiento muy elevada durante su
desarrollo larval, la adicion de hormonas tiroideas no influye sobre el crecimiento.
Igualmente, existe la posibilidad de que este efecto se presente mas tarde en el
desarrollo. Sin embargo, algo notable en el caso de ambas especies fue el
crecimiento mas acelerado del hocico, asociado con el suministro de hormonas
tiroideas, lo que refleja un efecto sobre el crecimiento 6seo.

Las tasas de crecimiento del catan y del pejelagarto pinto observadas
durante el cultivo, coinciden con las reportadas en la literatura (Mendoza et al.,
2008a). Al evaluar la tasa de crecimiento durante cada punto de muestreo (cada
dos o tres dias, para el catan o pejelagarto pinto respectivamente), en ambas
especies se observa una dramatica disminucion de la velocidad de crecimiento
una vez que se terminan las reservas vitelinas. Esta disminucion del crecimiento
también se ha reportado en otras especies de lepisosteidos. Comabella et al.
(2010) reportaron este patrén en el manjuari (Atractosteus tristoechus), sehalando
que durante esta etapa del desarrollo, la larva inicia su alimentacion exdégena, por
lo que cuenta con una menor cantidad de nutrientes hasta que es capaz de
adaptarse a este tipo de alimentacién. Ademas sefialan que durante este periodo

de transicion se presentan cambios morfolégicos muy drasticos en las larvas, por
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lo que mucha de la energia es utilizada en la metamorfosis y por lo tanto el
crecimiento disminuye.

Brown y Kim (1995), observaron un crecimiento mas homogéneo en talla de
las larvas de perca (Polydactylus sexfilis) después de administrar la hormona Ts.
Si este efecto se presentara en los lepisosteidos, sera una ventaja para el cultivo,
ya que el principal problema del cultivo comercial de estas especies es el
canibalismo asociado con la diferencia de tallas durante la etapa larval. Un
crecimiento mas uniforme podria reducir de manera significativa este problema. Al
observar la desviacion de los datos de longitud total del catan a los 10 DDE, se
puede apreciar que las larvas del tratamiento T3 crecieron de manera mas
homogénea que las del control. Sin embargo, en el pejelagarto pinto no se aprecia
este efecto, aunque hay que tomar en cuenta que las larvas utilizadas en este
bioensayo no provenian de un desove unico, lo que pudo propiciar un incremento
en la variacién del crecimiento. Es necesario realizar mas estudios enfocados

especificamente en este problema.

Efecto en el desarrollo del hocico

Como una manera de evaluar el efecto de las hormonas tiroideas sobre la
metamorfosis de las larvas de catan y pejelagarto pinto, se obtuvo la relacién de la
longitud del hocico y la longitud total de la larva para cuantificar el grado de
desarrollo del hocico durante el crecimiento. En el catan se encontré un
incremento significativo de esta relacion a los 6 y 8 DDE en las larvas del
tratamiento T3, ademas de que 10 DDE los valores parecen llegar a un plateau, lo
que sugiere que la boca esta terminando de desarrollarse en este momento,
mientras que en el tratamiento control aun se mantiene en crecimiento. Este
resultado indica que esta hormona aceleré de manera significativa el crecimiento
del hocico y por lo tanto influye en el desarrollo y la metamorfosis del catan.

En el caso del pejelagarto pinto, si bien no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos, el desarrollo del hocico fue mayor en los
tratamientos con hormonas tiroideas. Mendoza et al. (2008a) sefalan que, a
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diferencia del catan, el desarrollo de las demas especies de lepisosteidos es un
poco mas lento, por lo que tal vez hicieron falta mas dias de cultivo para apreciar
un efecto significativo de las hormonas sobre el desarrollo del hocico.

El crecimiento inminente del hocico, aun en larvas de catan en inanicidén a
expensas de otros tejidos, revelan que este proceso es una prioridad durante el
desarrollo temprano de los lepisosteidos (Mendoza et al., 2003). El efecto benéfico
de las hormonas tiroideas en este caso se traduciria en la posibilidad de adquirir y
procesar alimentos mas complejos, debido al efecto sinérgico del aumento en la
actividad enzimatica, desde etapas de desarrollo primarias, lo que les conferiria un
mayor crecimiento y una mayor cantidad de reservas, asegurando la supervivencia
de las larvas.

En este mismo sentido, Mendoza et al. (2003) y Aguilera et al. (2010)
evaluaron los efectos de un agente anti-tiroideo (tiourea) en el desarrollo de las
larvas de catan. Estos autores observaron que el nivel de desarrollo del hocico
disminuyé mientras que el crecimiento de la larva se mantuvo. Esto dio como
resultado larvas mas grandes con una boca mas pequefa, lo que disminuia de
manera significativa el canibalismo en los cultivos. Con base en estos resultados,
queda claro que es muy importante en un futuro ampliar los estudios utilizando

agentes anti-tiroideos en los lepisosteidos.

Efecto en la supervivencia

Es un hecho que las hormonas tiroideas incrementan la supervivencia de
las larvas de distintas especies de peces (Tabla I). Este efecto positivo sobre la
supervivencia puede ser multifactorial. Debido a que las hormonas tiroideas
promueven la diferenciacion del sistema nervioso central, pueden originar un gran
numero de beneficios a corto y largo plazo en las larvas, ya que pueden adquirir
de manera precoz la capacidad para localizar su alimento, escapar de los
depredadores, etc. Ademas, el efecto de estas hormonas en otros procesos de
desarrollo de la larva, puede proporcionar una mayor flexibilidad ambiental y

alimenticia, por ejemplo se sabe que promueven el inflamiento de la vejiga
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natatoria, lo que mejora el desplazamiento de las larvas para obtener mas
facilmente su alimento (Brown et al., 1989).

En este estudio, la supervivencia de las larvas de catan en el tratamiento
con T3 fue mayor que en el control, aunque no se presentaron diferencias
significativas, posiblemente debido al bajo numero de repeticiones que se obtuvo
en este bioensayo. Es importante que en un futuro se estudie este aspecto con
mayor profundidad, dado que, como se mencioné anteriormente, si las hormonas
tiroideas promueven una talla mas homogénea, se podria esperar una menor
mortalidad por canibalismo. Sin embargo, otro punto a considerar es que si las
hormonas aceleran el desarrollo del hocico, esto podria inducir un incremento del
canibalismo, si no se proporciona alimento en cantidad suficiente y acorde al
crecimiento del hocico, como ha sido previamente reportado (Mendoza et al.,
2002). No obstante, con base en los resultados de este bioensayo, mas que
disminuir la tasa de supervivencia, las hormonas tiroideas la incrementan.

La tasa de supervivencia de las larvas de pejelagarto pinto no se pudo
evaluar debido a que no se conocia el numero inicial de organismos en los
tanques experimentales. Sin embargo, se realizé un ensayo independiente en el
que se evalud el indice de supervivencia bajo condiciones de inanicion. Mendoza
et al. (2008b) reportaron que para el catan, las larvas que no se alimentan no
sobreviven mas de 15 DDE. En este estudio, las larvas de pejelagarto pinto del
tratamiento control tuvieron una supervivencia del 100% a los 15 DDE. Esta
diferencia seguramente se debe a que el pejelagarto pinto es una especie que se
desarrolla mas lento que el catan (Mendoza et al., 2008a), ademas de que las
condiciones en las que se evaluo este indice fueron bajo temperatura constante, lo
que reduce significativamente el estrés de los organismos (Fry, 1971).

Las larvas de peces logran sobrevivir un determinado numero de dias en
inanicion, ya que una vez que se terminan sus reservas energéticas son capaces
de catalizar sus tejidos con el fin de obtener energia para continuar con sus
procesos metabdlicos basicos (Ferron y Leggett, 1994). Sin embargo, el hecho de

que las larvas sobrevivan durante tantos dias en inanicion, como es en el caso de
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los lepisosteidos, se debe en parte importante a la gran cantidad de reservas
vitelinas con las que cuentan durante los primeros dias de su desarrollo. Otras
especies como los salmonidos y esturiones, que también cuentan con un saco
vitelino grande, también son capaces de sobrevivir un numero considerable de
dias en inanicion.

El indice de supervivencia en inanicién de las larvas de los tratamientos con
hormonas tiroideas, si bien fue alto, fue menor al encontrado en las larvas control.
Este resultado, al igual que el consumo mas acelerado del saco vitelino, indica un
efecto de las hormonas tiroideas sobre el metabolismo de las larvas, ya que el
hecho de morir mas rapido en condiciones de inanicion se debié probablemente a
que las reservas fueron consumidas mas rapidamente, producto de un

metabolismo mas acelerado.

VIILILIL. Actividad de las enzimas digestivas

Una de las estrategias utilizadas para conocer la condicion fisiolégica y
nutricional de las larvas de peces ha sido el cuantificar la produccion de las
distintas enzimas digestivas (Ferron y Leggett, 1994). Este tipo de estudios han
permitido conocer el grado de funcionalidad de los diferentes érganos digestivos a
lo largo del periodo larval. La mayor parte de los reportes coinciden en que las
larvas cuentan con un amplio espectro de enzimas digestivas, y que sus niveles
de actividad fluctian durante el periodo larval en relacion con los cambios
fisiolégicos o alimenticios (Zambonino y Cahu, 2001).

La actividad total de las enzimas digestivas del catdn encontrada en este
estudio concuerda con la descrita previamente por Mendoza et al. (2002). La
actividad de la tripsina, proteasas alcalinas totales y leucina-aminopeptidasa inicio
de manera muy baja a los 2 DDE para después incrementarse a los 4 DDE. La
actividad proteolitica acida se presentd desde el inicio de la alimentacién exdgena
(4 DDE). Por otra parte, aunque la ontogenia de las enzimas digestivas en el
pejelagarto pinto no habia sido estudiada, siguié un patron de desarrollo muy

similar al de las larvas de catan. En este caso la actividad total de la tripsina,
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proteasas alcalinas totales y leucina-aminopeptidasa inicié a los 3 DDE, para
incrementarse a los 6 DDE, coincidiendo con el consumo de las reservas vitelinas
y el cambio en la tasa de crecimiento. La actividad proteolitica acida inicié a los 6
DDE lo que, al igual que en el caso del catan, coincide con el momento en que
inicia la alimentacion exdgena. En otras especies de pejelagarto, como en el caso
de Afractosteus tropicus, también se observa este patron de ontogenia enzimatica
(Marquez et al., 2006; Aguilera et al., 2011).

El hecho de que se presente un incremento repentino en la actividad de las
proteasas alcalinas y acidas en las larvas de catan a los 4 DDE, se debe sin duda
a que al momento en que se terminan las reservas vitelinas e inicia la alimentacion
exogena, el sistema digestivo de las larvas se encuentra muy desarrollado
(Aguilera et al., 2010), por lo que ya cuentan con la capacidad de sintetizar y
secretar una gran cantidad de enzimas. En el pejelagarto pinto, si bien el
incremento no fue tan drastico como en el catan, también se presenté un aumento
importante de la actividad de las enzimas evaluadas a los 6 y 9 DDE.

Los peces que no cuentan con grandes reservas vitelinas tienen un sistema
digestivo incipiente al momento en que inicia la alimentacién exégena. Por
ejemplo, a diferencia de las larvas de lepisosteidos, otras especies de peces no
son capaces de ingerir una dieta artificial desde el momento en que inician su

alimentacién exdégena (Lazo et al., 2011).
Efecto de las hormonas tiroideas en la actividad enzimatica digestiva

Se ha descrito la participacion de las hormonas tiroideas en eventos del
desarrollo del tracto digestivo en las larvas de peces (Tabla |), ya que actuan
sobre la metamorfosis, el desarrollo y la diferenciacion de tejidos en las larvas. Por
lo tanto, la evaluacion de la actividad de las enzimas digestivas permitié conocer
de manera indirecta el efecto de estas hormonas sobre el grado de desarrollo de
las estructuras digestivas del catan y el pejelagarto pinto. Kuzmina et al. (2010)
reportaron un aumento de la actividad de estas enzimas en juveniles del rutilo

(Rutilus rutilus) al administrar Ts. El hecho de que en organismos juveniles, en los
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cuales las estructuras digestivas ya se encuentran completamente diferenciadas,
también se incremente la actividad de las enzimas digestivas, sugiere que las
hormonas tiroideas ademas de promover la diferenciacion de los tejidos y la
organogénesis, también incrementan de manera general la sintesis proteica en

tejidos especificos.
o Actividad tipo tripsina y proteasas alcalinas totales

La tripsina y las proteasas alcalinas totales son enzimas digestivas
secretadas en el pancreas, que actuan en el intestino en condiciones de pH basico
y son responsables de la digestion luminal de macromoléculas proteicas en el
intestino (Segner et al., 1993). Generalmente, la actividad de este tipo de enzimas
inicia muy temprano en el desarrollo, desde antes de la apertura de la boca y el
inicio de la alimentacion exdgena. Esto se debe a que las larvas de peces, antes
de la aparicion del estomago, ya cuentan con un intestino funcional (Dabrowski y
Culver, 1991; Moyano et al., 1996). Algunas de estas enzimas (e.g. fosfatasa
alcalina) estan implicadas en la digestion de péptidos y proteinas contenidas en el
vitelo.

La actividad total tipo tripsina y la actividad de las proteasas alcalinas
totales fueron mayores a los 4 y 6 DDE en las larvas de catan del tratamiento con
la hormona T3. En el pejelagarto pinto las hormonas tiroideas también provocaron
un incremento significativo de la actividad total tipo tripsina a los 3y 6 DDE, y en la
actividad total de las proteasas alcalinas totales a los 6 y 9 DDE. Estos resultados
indican que la administracion temprana de las hormonas tiroideas acelerd el
desarrollo de las glandulas digestivas en el pancreas de las larvas de ambas
especies, incrementando asi la sintesis de estas enzimas digestivas.

La similitud inicial del patron de actividad total tipo tripsina y proteasas
alcalinas totales en ambas especies indica que la tripsina tiene gran importancia
cuantitativa entre las proteasas alcalinas durante el inicio del desarrollo. Sin
embargo, en el caso del catan, conforme el desarrollo de las larvas continug, la

actividad de las proteasas alcalinas se mantuvo consistente, mientras que la



74

actividad tipo tripsina disminuyd, lo que sugiere la aparicion de otras enzimas

alcalinas distintas conforme la larva se desarrolla (e.g. quimotripsina).
o Actividad de proteasas acidas totales

La actividad proteolitica acida se localiza principalmente en el estbmago e
inicia gracias a la activacion de zimogenos tipo pepsindégeno producidos por las
glandulas gastricas. Las larvas de catan se caracterizan por poseer un estomago
funcional e iniciar la secrecidon de proteasas acidas a partir del inicio de la
alimentacion exdgena, lo que indica la maduracion precoz del tracto digestivo en
esta especie (Mendoza et al., 2002). Esta caracteristica parece ser exclusiva de
especies con larvas que cuentan con grandes reservas vitelinas, ya que al igual
que en los lepisosteidos, los salménidos y los esturiones también presentan una
maduracién precoz del estomago (Gawlicka et al., 1995).

Al parecer, la administracién de T3 a los huevos de catan influye en el
desarrollo del estomago y en la sintesis de proteasas acidas en las glandulas
gastricas, ya que a los 4 DDE la actividad total de las proteasas acidas de las
larvas de catan del tratamiento T3 fue significativamente mayor que en el control.
En el caso del pejelagarto pinto, no se observd un incremento tan notable en la
actividad de las proteasas acidas de las larvas de los tratamientos con hormonas
tiroideas. Esto posiblemente se deba a que en esta especie se realizd una
transferencia materna. Es posible que la concentracion inicial de hormonas
tiroideas administrada fuese menor que en el catan, y que no haya sido suficiente
para promover la sintesis de este tipo de enzimas, debido a que hacen su
aparicion al final del desarrollo del tracto digestivo. Igualmente debe considerarse
el hecho de que esta especie presenta un desarrollo mas lento, por lo que es de
esperarse que la actividad acida se manifieste después, como ha sido demostrado

en otras especies de lepisosteidos (Mendoza et al., 2008).
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o Actividad tipo leucina-aminopeptidasa

Las células epiteliales del intestino en los peces (enterocitos
principalmente) poseen enzimas intra y extra celulares: las enzimas del citosol y
las enzimas del borde en cepillo, respectivamente. Las enzimas del citosol se
encuentran en el citoplasma celular y son principalmente hidrolasas acidas. Por su
parte, las enzimas del borde en cepillo estan asociadas a la membrana celular y
entre ellas se encuentra la leucina-aminopeptidasa (LAP). Esta enzima se
considera un buen indicador del grado de madurez del intestino y del estado
nutricional de las larvas, por lo que el incremento en su actividad de acuerdo a la
edad de las larvas, indica un adecuado desarrollo y maduracién del intestino
(Cahu y Zambonino, 1997).

En ambas especies se encontré un incremento gradual de la actividad total
tipo leucina-aminopeptidasa en relacion directa con el desarrollo de las larvas.
Ademas, en el catan se encontré un incremento significativo de esta actividad a
los 4 y 6 DDE en las larvas del tratamiento T3. De igual forma, en el pejelagarto
pinto se encontrd un incremento significativo de la actividad a los 3 y 9 DDE en las
larvas de los tratamientos T3 y T4. Al igual que en las otras enzimas, las hormonas
tiroideas incrementaron la actividad tipo leucina-aminopeptidasa en ambas
especies, lo que es una prueba mas del efecto de estas hormonas en el desarrollo

y madurez del intestino en las larvas de lepisosteidos.
Efectos en la actividad especifica (U/mgP)

Al contrario de lo observado en la actividad enzimatica total (U/larva), en la
actividad especifica (U/mgP) no se registré un efecto significativo de las hormonas
tiroideas. Esto probablemente se debe a que estas hormonas promueven la
sintesis proteica total, por lo que al incrementar la sintesis de enzimas digestivas
también se incrementa la sintesis de proteinas estructurales, y por lo tanto no se
aprecié un aumento de la actividad enzimatica en relacién a la concentracion de

proteina total en los extractos.
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En el pejelagarto pinto se presentd una actividad enzimatica especifica alta
al inicio del desarrollo para después disminuir y mantenerse. El hecho de que no
se haya incrementando la actividad especifica en las larvas probablemente se
deba que durante la etapa de desarrollo también se incrementd el tamafo del
estbmago y del intestino. Por consecuencia, aumentd el contenido de proteinas
estructurales en los extractos enzimaticos, y por lo tanto no se incrementd el
aporte relativo de las enzimas evaluadas.

En el catan ocurrié lo contrario, ya que la actividad especifica siguio el
mismo patron de desarrollo que la actividad total. Al parecer la sintesis de enzimas
digestivas en el catan aumenta a la misma velocidad en que aumenta la sintesis
de proteinas estructurales. Tal vez esto ocurra debido a que el catan tiene una
tasa de crecimiento mas elevada que la del pejelagarto pinto, y por lo tanto

requiere consumir mucho alimento y digerirlo muy rapidamente.

VIILILII. Relacion de acidos nucleicos

La relacion RNA:DNA ha probado ser un valioso indicador bioquimico de la
condicion fisiologica y nutricional de las larvas de peces durante su desarrollo
(Wright y Martin, 1985; Clemmesen, 1987; Raae et al., 1988; Westerman y Holt,
1994; Deane et al., 2003; Tardif et al., 2005; Hook et al., 2008). El principio teérico
de esta relacién supone que el contenido de DNA es virtualmente constante en los
tejidos somaticos, de tal manera que las concentraciones tisulares de DNA reflejan
solo el numero de células y es independiente de la condicidon del organismo. Por
otro lado, la cantidad de RNA celular, principalmente el RNA ribosomal (RNAr)
disponible en los tejidos, es directamente proporcional al nivel de sintesis de
proteinas. Un incremento en la relacion RNA:DNA indica un aumento en la
transcripcion de RNA mensajero (RNAm) que después es traducido a proteinas
metabdlicas y estructurales en los ribosomas (Buckley, 1984; Canino y Caldarone,
1995; Buckley et al., 1999).

En el catan la relacion RNA:DNA se mantuvo relativamente consistente

durante todo el desarrollo de las larvas, sin detectarse un incremento significativo
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provocado por la hormona T3. No obstante, en el tratamiento control no se
observaron variaciones al inicio del desarrollo larval, lo que significaria una
sintesis sostenida de proteinas. Esto es consistente con la relacion de los acidos
nucleicos con respecto al peso seco de las muestras analizadas, ya que se
aprecio un aumento significativo en la relacion DNA:Peso Seco y RNA:Peso Seco
a los 0 DDE en las larvas del tratamiento T3. El incremento de estas relaciones es
un indicador del efecto de esta hormona tanto en el metabolismo (requerimiento
proteico) como en el crecimiento (proliferacion celular) de las larvas de catan
recién eclosionadas.

Debido a que la hormona T3 provocd un incrementé similar tanto del DNA
(proliferacion celular) como del RNA (mayor metabolismo), la relacion RNA:DNA
no resulté el mejor indicador del efecto de las hormonas tiroideas en el desarrollo
de las larvas de catan, ya que si bien se encontré mayor concentracion de acidos
nucleicos en las larvas del tratamiento T3 al momento de la eclosién, la relacidon
entre ambos fue muy similar a la del tratamiento control.

Al analizar la relacion RNA:DNA en larvas de catan, Mendoza et al. (2008) y
Aguilera et al. (2010) encontraron que este indice fue aumentando hasta los 9
DDE, para después mantenerse consistente. En el presente estudio la relacion
RNA:DNA se mantuvo constante desde el inicio del desarrollo de las larvas. Esta
discrepancia probablemente se deba a que este indice bioquimico puede verse
afectado por diversos factores como la temperatura de cultivo, el tejido utilizado
para extraer los acidos nucleicos y principalmente la técnica de cuantificacion
empleada, asi como la eleccién de los estandares de acidos nucleicos (Buckley et
al., 1999; Satterwhite, 2003). Debido a lo anterior, es importante que se tomen en
cuenta todos estos posibles factores de variacion antes de utilizar esta relacion de
manera comparativa entre distintas especies, asi como entre distintos estudios
con la misma especie.

A diferencia de las técnicas utilizadas por Aguilera et al. (2010), en el
presente estudio se utiliz6 una técnica de cuantificacion fluorimétrica en

microplaca de nueva generacion (Kaplan et al., 2001). Con el reciente desarrollo
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de lectores de fluorescencia en microplaca, asi como de fluoréforos especificos
que se intercalan en el DNA de doble cadena, se ha hecho posible incrementar
mas de 100 veces la sensibilidad en los ensayos de RNA:DNA. Al comparar esta
nueva metodologia con técnicas utilizadas anteriormente en larvas de peces, se
encontraron valores en la relacion RNA:DNA menores y con menor desviacion
estandar (Kaplan et al., 2001).

A diferencia de lo encontrado en el catan, la relacion RNA:DNA del
pejelagarto pinto a los 0 DDE fue significativamente menor en el tratamiento
control con respecto a los tratamientos con hormonas tiroideas. En esta especie,
este indice de condicion si reflejo un efecto de las hormonas tiroideas en el
metabolismo. Esto posiblemente se presentd debido a que la tasa de crecimiento
del pejelagarto pinto es menor a la del catan, por lo tanto la proliferacion celular,
que se refleja en la concentraciéon de DNA, es menor. De esta forma, la cantidad
de RNA sintetizada al aplicar hormonas tiroideas fue mayor a la cantidad de DNA

total y por lo tanto la relacion aumento.
Relacion RNA:DNA en Otras Especies de Peces

Los valores de la relacion RNA:DNA obtenidos en este estudio para ambas
especies de lepisosteidos coincidieron con los resultados normalmente reportados
en la literatura para distintas especies de peces, valores que varian entre 0.5y 5.0
dependiendo del estudio (Kaplan et al., 2001). Sin embargo, a diferencia de lo que
normalmente se ha observado, la relacion de acidos nucleicos encontrada en el
catan y el pejelagarto pinto se mantuvo consistente durante todo el desarrollo
temprano.

En larvas de peces marinos se reporta una disminucién de la relacion
RNA:DNA conforme se consume el saco vitelino. Sin embargo, a partir del inicio
de la alimentacion exdgena, esta relacion se correlaciona con el crecimiento de las
larvas, aumentando a la vez que aumenta el tamano de los organismos. No

obstante, una vez que se alcanza la etapa juvenil, los valores se mantienen
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consistentes durante el resto del desarrollo (Westerman y Holt, 1994; Deane et al.,
2003).

La disminucion inicial de la relacion RNA:DNA reportada en larvas de peces
marinos conforme se consume el saco vitelino, solo se aprecié en el grupo control
(Figura 36 y 39), aunque estos resultados se deben analizar con precaucion ya
que no se analizaron larvas completas, sino que solo se analizaron muestras de
musculo, especificamente del pedunculo caudal. Por lo tanto, la alta concentracion
de RNA que se encuentra en el saco vitelino no fue cuantificada, y por
consiguiente no se aprecio un incremento de esta relacion en las larvas recién
eclosionadas de catan y pejelagarto pinto.

Por otra parte, el hecho de que esta relacion se halla mantenido consistente
durante el crecimiento de las larvas puede deberse a varios factores, entre ellos la
dinamica del crecimiento celular. Un organismo puede alcanzar su crecimiento al
incrementar el numero de células (hiperplasia) o al incrementar el tamafio de sus
células (hipertrofia) (Buckley et al., 1999; Satterwhite, 2003). Al parecer en los
lepisosteidos la hiperplasia es mayor que en otras especies de peces, ya que una
mayor cantidad de DNA es el resultado de un mayor numero de células en los
tejidos.

Existen dos alternativas para la produccién de RNA (sintesis de proteinas)
en los organismos: al producir un mayor numero de ribosomas en las células, o al
incrementar la actividad ribosomal sin necesidad de producir un mayor numero de
ribosomas. El hecho de que la relacion RNA:DNA no haya aumentado en el catan
y pejelagarto pinto puede deberse a que, en lugar de producir un mayor numero
de ribosomas, se incrementa la eficiencia y actividad ribosomal, lo que en
cantidades netas reduce la concentraciéon de RNA total (Buckley et al., 1999).

Finalmente, también se ha reportado que en organismos juveniles la
relacion RNA:DNA se mantiene constante, ya que al incrementarse la masa de los
organismos, el RNA sintetizado solo se utiliza para la sintesis de enzimas y
proteinas estructurales degradadas, por lo tanto, se requiere de una menor
cantidad de RNA total (Buckley et al., 1999). Es posible que a pesar de no ser
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juveniles, las larvas de lepisosteidos presenten un efecto como este, ya que al
contar con un crecimiento tan acelerado, alcanzan la metamorfosis y la etapa

juvenil mas rapido que en otros peces.
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IX. Conclusiones

¢ La administracion de las hormonas tiroideas por via directa a los huevos o por
transferencia materna, provocaron un incremento significativo en la

concentracion de Tz y T4 en los huevos de catan y pejelagarto pinto.

¢ Al administrar de manera directa la hormona T3 a los huevos, se presenté una
mayor transferencia, en comparacién con el método de inyeccion materna. Esto

debido a la capacidad de esta molécula de atravesar la cubierta del huevo.

e Al igual que en otras especies de peces, el pejelagarto pinto cuenta con un
mecanismo de transferencia materna de las hormonas tiroideas hacia el
ovocito. Se puede inferir que es un proceso ligado a la vitelogénesis y la fase
final de maduracién del huevo, ya que la concentracion de hormonas tiroideas
en los ovocitos inmaduros fue significativamente menor a la de los huevos

fertilizados.

e Los embriones de catan y pejelagarto pinto cuentan con un mecanismo
funcional de conversion de T4 a T3, ya que al incrementar los niveles de T3 se
presentd una regulacion negativa que incrementd a su vez la concentracion de

T4 por encima de la concentracion del tratamiento control.

e El excedente de hormonas tiroideas proporcionado a las larvas fue consumido
casi en su totalidad al momento de la eclosion, probablemente debido a la alta

tasa metabdlica que presentan estas especies.

e El incremento de la concentracion de T4 pocos dias después de la eclosion,
indica el desarrollo de una glandula tiroides funcional desde etapas muy

tempranas en el desarrollo de los lepisosteidos.

¢ Las hormonas tiroideas promueven la reproduccion del pejelagarto pinto, ya que

al inyectarlas a hembras reproductoras se incremento el numero de desoves.
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Las hormonas tiroideas incrementaron la tasa de eclosion de las larvas de
pejelagarto pinto mas no la de las larvas de catan. Aplicar las hormonas por via
materna mejora la tasa de eclosion al promover beneficios en el embridén desde

el momento de la fertilizacion.

La administracion de hormonas tiroideas acelero el metabolismo y la utilizacion
de las reservas vitelinas en las larvas de ambas especies, ya que se presentd
una disminucion en el tamafo del saco vitelino, lo que a su vez se correlacioné

con el peso seco de las larvas al momento de la eclosién.

Las hormonas tiroideas aceleraron el desarrollo del hocico de las larvas de
ambas especies. Esto es un indicador del efecto de estas hormonas en el
desarrollo y la metamorfosis del catan y el pejelagarto pinto y confirman la

prioridad en la morfogénesis de esta estructura.

La tasa de supervivencia de las larvas de catan del tratamiento T3 fue mayor a

la del control, sin embargo no se encontraron diferencias significativas.

El indice de supervivencia en inanicion de las larvas de pejelagarto pinto
provenientes de hembras inyectadas con hormonas tiroideas disminuyd,
probablemente a causa de un consumo mas acelerado de sus reservas

energeéticas.

La ontogenia de la actividad enzimatica digestiva del pejelagarto pinto sigue un
patron de desarrollo muy similar al de las larvas de otras especies de
lepisosteidos. La actividad total de la tripsina, proteasas alcalinas totales y
leucina-aminopeptidasa inicié a los 3 DDE. La actividad proteolitica acida inicié
a los 6 DDE, lo que coincide con el momento en que inicia la alimentacion

exogena.

La actividad de las proteasas alcalinas totales, proteasas acidas totales, tripsina
y leucina-aminopeptidasa en las larvas de catan expuestas a la hormona T3 fue
significativamente mayor a los 4 y 6 DDE, lo que indica que esta hormona
acelera el desarrollo del tracto digestivo en el catan.
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e Las larvas de pejelagarto pinto expuestas a los tratamientos con hormonas
tiroideas presentaron un incremento significativo de la actividad de las
proteasas alcalinas totales y de la tripsina a los 9 y 6 DDE, respectivamente.
Asimismo, la actividad tipo leucina-aminopeptidasa fue mayor a los 3 y 9 DDE,
en los tratamientos T3 y T4. Estos resultados indican que las hormonas tiroideas

aceleran el desarrollo del tracto digestivo en larvas de pejelagarto pinto.

e En las larvas de catan del tratamiento T3 se aprecié un aumento significativo en
la relacion DNA:Peso Seco y RNA:Peso Seco a los 0 DDE. El incremento de
estas relaciones es un indicador del efecto de esta hormona tanto en el
metabolismo (requerimiento proteico) como en el crecimiento (proliferacion

celular) de las larvas recién eclosionadas.

e Debido a que la hormona T3z provocd un incrementd similar tanto del DNA
(proliferacién celular) como del RNA (mayor metabolismo) al momento de la
eclosion, la relacion RNA:DNA no funcioné como un indicador del efecto de las

hormonas tiroideas en el desarrollo de las larvas de catan.

e La relacion RNA:DNA del pejelagarto pinto a los 0 DDE fue significativamente
menor en el tratamiento control con respecto a los tratamientos con hormonas
tiroideas. En esta especie, este indice de condicién si reflejé un efecto de las

hormonas tiroideas en el metabolismo.
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