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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar el perfil enzimético digestivo de ejemplares adultos de
Leiarius marmoratus, extraidos del medio natural. El perfil enzimético fue caracterizado en yaques con peso
y longitud de 1037+164 g y 50+4 cm respectivamente. Una vez capturados los peces fueron trasladados al
laboratorio, sacrificados y se extrajo el trato digestivo (estbmago e intestino), este fue congelado en
nitrégeno liquido y almacenado a -20°C, hasta los respectivos andlisis. A lo largo del tracto digestivo se
detect6 hidrdlisis de proteina, carbohidratos y lipidos, siendo mayor esta actividad a nivel de intestino
anterior (34,3; 0,36 y 8,5 U/mg de proteina, respectivamente). Present6 actividad proteolitica inespecifica
acida (estbmago) y alcalina (intestino). Se detectd actividad lipolitica y de amilasa en estémago, intestino
anterior y medio. Los analisis muestran actividad enzimatica significativa (P <0,05) a nivel del intestino
anterior, lo que confirma sus habitos de tipo omnivoro.
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ENZYMATIC DIGESTIVE PROFILE OF ADULTS Leiarius marmoratus (SILURIFORMES: PIMELODIDAE)
EXTRACTED IN THE NATURAL ENVIRONMENT

ABSTRACT

The objective of this investigation was to determine the enzymatic digestive profile of Leiarius marmoratus
adults, extracted from the natural environment. The enzymatic profile was characterized in Yaque with weight
and length of 1037 + 164 g and 50 + 4 cm respectively. Once the fish were captured, they were transferred to
the laboratory, slaughtered and the digestive treatment was extracted (stomach and intestine), which was
frozen in liquid nitrogen and stored at -20 ° C. Hydrolysis of protein, carbohydrates and lipids was detected
along the digestive tract, with this activity being greater at the level of the anterior intestine (34.3, 0.36 y 8.5
U/mg of protein, respectively). It presented non-specific proteolytic activity acid (stomach) and alkaline
(intestine). The lipolytic and amylase activity were observed in the stomach, the midgut. The analyzes show
significant enzymatic activity (P <0.05) at the level of the anterior intestine, which confirms their omnivorous
habits.
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1. INTRODUCCION

El yaque, Leiarius marmoratus Gill, 1870, es una
especie eminentemente reofilica, que se encuentra
por debajo de los 600 m.s.n.m,. principalmente en
rios meandricos de paises tales como Colombia,
Venezuela, Brasil, Perl y Bolivia. En Colombia se
localiza especificamente en las cuencas de los rios
Orinoco y Amazonas [1]; pertenece a la familia
Pimelodidae, orden Siluriformes, clase
Actinopterigios, la revisién de Acosta-Santos et al.,
(2011) lo califica como omnivoro con tendencia
carnivora (con los items de peces, camarones y
algunas semillas como los de mayor frecuencia),
con base en ejemplares provenientes de la cuenca
del Amazonas [2]; mientras tanto, para ejemplares
capturados en la cuenca del Orinoco, Ramirez-Gil y
Ajiaco-Martinez (2011), reportan un espectro tréfico
mayor, en el que es mas relevante la presencia de
semillas y frutos que la de aquellos componentes
de origen animal, en ese sentido, los autores
prefieren calificarlo como omnivoro estricto,
basando su conclusién también en el valor obtenido
de la relacion longitud intestinal/longitud estandar el
cual fue de 1,6 [3]. Bajo otra interpretacién, en la
Orinoquia venezolana es considerada icti6faga [4],
esto dificulta el acercamiento a la precisién de sus
hébitos alimenticos y por ende puede generar
dificultades interpretativas. Por otra parte, la
especie posee caracteristicas que la clasifican
como promisoria para la acuicultura: comparada su
carne con la de otros bagres comerciales presenta
mejor calidad nutricional [5], ademas de que acepta
alimento balanceado en condiciones de cautiverio,
caracteristica relevante a la hora de elegir una
especie para cultivo. Para L. marmoratus solo se
reportan algunos aspectos basicos de la
reproduccién inducida en cautiverio [6], [7], manejo
y alimentacién inicial de larvas [8], [9] y de juveniles
mantenidos en confinamiento suministrandoles
concentrados comerciales formulados para otras
especies con niveles de proteina bruta empiricos
que varian entre el 24 y 36% [10]. y algunas
experiencias de cultivo comercial [11], lo que ha
permitido la produccion de alevinos a pequefia
escala. Sin embargo, la produccién de esta especie
a escala comercial es nula en la actualidad. Los
avances en aspectos basicos sobre los
requerimientos nutricionales en la especie se
soportan solo en la categorizacién de su habito
alimenticio.

Un acercamiento hacia la capacidad que tienen los
peces para utilizar variedad de nutrientes depende

de la sintesis de enzimas digestivas apropiadas, en
este sentido el perfil enzimético digestivo es un
indicio para entender la ecologia de la alimentacion
y los procesos digestivos [12]. La sintesis de tipos y
niveles adecuados de enzimas digestivas esta
regulada por la disponibilidad de nutrientes, entre
otros factores, que en el ambiente natural varia con
el tiempo y, por lo tanto, ocurren cambios entre
diferentes especies y poblaciones [13], por ejemplo,
el habitat donde se desarrollan los organismos
acuaticos puede influir en la actividad de las
proteasas [14]. Los peces son generalmente
agrupados como herbivoros, carnivoros,
detritivoros y omnivoros con relacion a su habito
alimenticio, sin embargo, estas categorias se basan
en la observacion del contenido estomacal,
metodologia que no discrimina entre estrategias
generalistas y oportunistas [15]. Bajo este contexto,
el estudio de las enzimas digestivas puede ser (til
para determinar qué tipo de nutriente contienen los
alimentos que se consumen en medio natural, y
esto a su vez sirve de linea base para posteriores
estudios de requerimiento nutricionales en la
especie. Por lo anterior el objetivo del presente
trabajo fue cuantificar la actividad enzimatica
digestiva en adultos de L. marmoratus, obtenidos
del medio natural.

2. MATERIALES Y METODO

2.1 Area de estudio

Los ejemplares fueron extraidos del rio Meta, en el
municipio de  Cabuyaro  (4°2519.95'N -
72°82'86.19"W) durante el periodo de agua bajas,
por medio de calandrio (método de pesca pasivo
utilizado por los pescadores de la zona, en el que
se utiliza una linea principal de nylon, extendida a
través de la corriente, de donde derivan lineas
secundarias colgantes separadas por una distancia
de 1 m y en su extremo libre llevan anzuelos),
posteriormente fueron transportados vivos al
Laboratorio Experimental de Alimentacion vy
Nutricion de Peces del Instituto de Acuicultura de la
Universidad de los Llanos , ubicado en el municipio
de Villavicencio (4° 4'24.95"N -73°34’56.80"0), a
418 m.s.n.m., con una temperatura promedio anual
de 25° C, donde fueron realizados los analisis de
actividad enzimética.

2.2 Material biolégico

Se registré para cada individuo el peso corporal
que se determin6é mediante una balanza electrénica
de £ 1 g y la longitud total (desde la parte anterior
de la cabeza hasta el punto posterior de la aleta
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caudal) utilizando un ictibmetro de £+ 1 mm de
precision. El peso y longitud total promedio de los
ejemplares analizados fue de 1037+164 g y 50+4
cm  respectivamente.  Posteriormente  fueron
sacrificados 13 ejemplares por sobredosis de
metasulfonato de tricaina (MS-222®, 100 ppm),
seguidamente se realizé un corte ventral, desde la
altura del opérculo hasta el orificio anal, para
extraer el tracto gastrointestinal; estémago,
intestino anterior, medio y posterior fueron
inmediatamente congelados individualmente en
nitrégeno liquido y mantenidos a -20°C hasta los
andlisis bioquimicos.

2.3 Procesamiento de muestras

La muestra tomada para estomago e intestino fue
de aproximadamente 100 mg, esta fue
homogenizada en 1 ml de tampon de
homogenizacion (fosfato de sodio monobasico 10
mM vy tris 20 mM -pH 7,0 en glicerol 50% v/v) a
1000 rpm por 3 minutos a 4°C, utilizando un
homogeneizador eléctrico de tejidos IKA T 10 Basic
ULTRA-TURRAX®. Los homogenizados fueron
centrifugados a 12000 rpm por 3 minutos a 4°C,
utilizando centrifuga refrigerante 5424R
Eppendorf®. Los sobrenadantes fueron empleados
para cuantificar la actividad enzimatica. Para cada
una de las enzimas y cada parte del tracto digestivo
se estandariz6 la cantidad de homogenizado
enzimético, pH y tiempo de reaccion.

2.4 Actividad proteolitica total

Fue cuantificada utilizando el método de hidrdlisis
de caseina, adaptado por HIDALGO et al. (1999)
[16]. Para la reaccién enzimatica se utiliz6 0.2 M de
glicina - HCI en buffer con pH 2.0, para estémago y
0.1 M de tris-HCI en buffer con pH 8.0, para
intestino. La reaccion enzimatica estuvo constituida
por 1% de caseina en agua (500 uL), buffer (480
pL), 20 pL de extracto enzimatico. Posteriormente
fue incubada a 25 °C durante 40 minutos, la
reaccion fue interrumpida con 500 pL de TCA 20%
(&cido tricloroacético), mantenido en hielo por 30
minutos y centrifugada a 12000 rpm por 4 minutos
para la lectura del sobrenadante a una densidad
Optica de 280 nm. Todas las muestras fueron
realizadas por duplicado y paralelamente dos
blancos, uno de enzima (donde la cantidad de
enzima fue sustituida por agua desionizada) y otro
de sustrato (donde el sustrato fue sustituido por
agua desionizada), pasaron por los mismos
procedimientos en los tubos de reaccién. La tirosina
fue utilizada como patrén, siendo una unidad de
actividad enzima definida como la cantidad de

enzima necesaria para catalizar la formaciéon de
1ug de tirosina por 1 min (U). La actividad
especifica esta expresada en unidades por mg de
proteina (U/mg proteina).

2.5 Actividad amilohidrolitica

Este ensayo fue realizado empleando el “kit” clinico
Amilasa CNPG Liquiform (LABTEST®, Lagoa
Santa, MG, Brasil). El principio del método se basa
en la conversion de a-(2-cloro-4-nitrofenil)-B-1,4-
galactopiranosilmaltosida  (Gal-G2-a-CNP)  por
accion de la a- amilasa, liberando 2-cloro-4-
nitrofenol y 1,4-galactopiranosilmaltosida. La
reaccion se mantuvo a 37°C y fue medida a 405
nm. La actividad especifica esta expresada en pumol
de glucosa hidrolizada por minuto por mg de
proteina (U/mg proteina).

2.6 Actividades lipoliticas no especificas

Para estbmago e intestino fueron determinadas
segun la metodologia de ALBRO et al. (1985) [17],
modificada por LUNDSTEDT et al. (2004) [18]. Las
reacciones fueron incubadas a 25 °C por 60
minutos, una muestra de homogenizado enzimatico
(50 pL), 950 pL de sustrato p-nitrofenil miristato 0.4
mM, diluido en buffer amonio bicarbonato 24 mM
(pH 7.8) y 0.5% de Triton X-100® (usado como
emulsificante). La reaccién se detuvo por adicion de
NaOH (25 mM) y la densidad Optica se registré a
405 nm. Una unidad enzimética (U) se defini6 como
umol de sustrato hidrolizado por minuto y se
expresara por mg de proteina (U/mg proteina).

Para establecer las actividades especificas de cada
enzima, las concentraciones de proteina total de los
tejidos del tracto digestivo fueron determinadas por
el método de BRADFORD (1976) [19]. Este método
consiste en la mezcla de 10 uL de homogenizado
enzimético, previamente diluido en tampon de
homogenizacién para ajuste de la concentracion,
con el reactivo de Bradford Sigma-Aldrich
(B6916)®. Posteriormente la reaccion fue incubada
a temperatura ambiente por 10 minutos y leida a
595 nm. La concentracion de proteina fue calculada
utilizando una solucién estandar de albdmina de
suero bovina (BSA) (1 mg/mL).

2.7 Tratamiento de los datos

Los datos de la actividad enzimatica fueron
procesados y descritos como media + desviacion
estandar. Previo andlisis de los resultados se
efectu6 la validacion de los supuestos de
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normalidad y homogeneidad. Posteriormente, para
determinar diferencias entre sesiones del tracto
digestivo se aplicé analisis de varianza (ANOVA);
en el caso de existir diferencias se utiliz6 la prueba
de Tukey para comparar las medias entre las
diferentes sesiones (estdmago, intestino anterior,
medio y posterior), como prueba a posteriori luego
de establecer diferencias significativas. En todas
las pruebas se estableci6 a = 0.05. La actividad
relativa enzimatica fue calculada asi:

AR = (sz)x 100

Donde Z es la suma de las medias de todos los
tratamientos en una seccion del tracto digestivo y
>z es la suma de las medias de todos los
tratamientos en todas las secciones del tracto
digestivo. Para los andlisis se utiliz6 el programa
estadistico SPSS V.17.

3. RESULTADOS

A lo largo del tracto digestivo de Leiarius
marmoratus se detectd hidrolisis de proteina,
carbohidratos y lipidos, siendo mayor esta actividad
a nivel de intestino anterior (Fig. 1).
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Fig. 1. Actividad enzimatica relativa de proteasa
inespecifica, lipasa inespecifica y amilasa en
estébmago e intestino de Leiarius marmoratus en el
medio natural, expresada en porcentaje (%).

Esta especie presentd actividad proteolitica
inespecifica acida (estbmago) y alcalina (intestino).
La actividad especifica de proteasa inespecifica en
el estomago e intestino medio fue
significativamente (P<0,05) menor con relacién a la
actividad del intestino anterior. La actividad
especifica para este enzima fue de 34,3 £ 7,7 U/mg

de proteina para la seccion del intestino anterior. La
actividad mas baja se observo a nivel del estémago
y fue de 11,8 +4,1 U/mg de proteina (Fig. 2).
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Fig. 2. Actividad proteolitica inespecifica acida y
alcalina en el estbmago e intestino de L.
marmoratus en el medio natural. Letras diferentes
representan  diferencias  significativas  entre
secciones del tracto digestivo (P <0,05); los valores
se expresan como la media + DE (n=13).
U=pg/minuto.

La actividad lipolitica en L. marmoratus se observo
en estdbmago, intestino anterior y medio, siendo
menor para este Ultimo. La actividad de lipasa fue
significativamente (P<0,05) mayor a nivel del
intestino anterior (8,5+2,1 U/mg de proteina) y
significativamente menor a nivel del intestino medio
(0,033+0,0 U/mg de proteina) (Fig. 3).
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Fig. 3. Actividad lipolitica inespecifica en el
estébmago e intestino de L. marmoratus en el medio
natural. Letras diferentes representan diferencias
significativas entre secciones del tracto digestivo (P
<0,05); los valores se expresan como la media +
DE (n=13). U=pmol/minuto.

La actividad de amilasa se detectd a nivel de
estébmago, intestino anterior y medio. Sin embargo,
esta actividad fue superior en el intestino anterior.
En esta seccién, la actividad de la amilasa fue de
0,36+0,07 U/mg de proteina. A nivel del estémago
la actividad amilohidrolitica fue 0,23+0,05 U/mg de
proteina (Fig. 4).
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Figura 4. Actividad amilohidrolitica en estémago e
intestino de Leiarius marmoratus en el medio
natural. Letras diferentes representan diferencias

significativas entre secciones del tracto digestivo (P
<0,05); los valores se expresan como la media
DE (n=13). U=pmol/minuto.

4. DISCUSION

La capacidad de los peces para convertir y utilizar
los nutrientes de la dieta depende de la produccion
de enzimas digestivas, su calidad y distribuciéon en
el tracto gastrointestinal [20]. El tracto digestivo es
un sistema de organos que es afectado por
cambios en la ingestién de nutrientes [21], ya que el
origen, el tipo y la cantidad de estos pueden alterar
el perfil enzimatico digestivo de los peces [22]. En
este contexto algunos estudios muestran que los
peces presentan capacidad de modular su perfil
digestivo frente a diferentes recursos alimenticos
[23], tipos de nutrientes [24] y niveles de nutrientes
[22] de la dieta. Sin embargo, recientemente se
han reportado algunos datos acerca de los
componentes de la dieta y su efecto en las
adaptaciones digestivas en teledsteos de agua
dulce [18], [25]. Hernandez-Samano et al. (2017)
sugieren que no solo el alimento sino también la
calidad del agua puede llegar a influir en la
actividad enzimatica puesto que hallaron la
presencia de proteasas con méaxima actividad en
pH alcalino para Cyprimus carpio, lo que hasta el
momento no se habia reportado en esta especie
acuatica, por lo tanto, sugirieron que los resultados
obtenidos estaban relacionados con la adaptacion
de la especie a aguas contaminadas con pH alto
[26].

En el presente estudio, fue detectada hidrolisis de
proteina, carbohidratos y lipidos a lo largo del tracto
digestivo de Leiarius marmoratus (Fig. 1),
observandose mayor actividad enzimatica a nivel
del intestino anterior, este resultado es compatible
con la flexibilidad morfologica y fisiologica digestiva
de las especies omnivoras [27]. En los ejemplares
de L. marmoratus evaluados, no se detecto
actividad enzimética digestiva en el intestino
posterior, coincidiendo con lo reportado por otros
autores para especies como Pseudoplatystoma
corruscans, Colossoma macropomum y Piaractus
mesopotamicus [25], [18], [28]. Segun
Tengjaroenkul et al. (2000), la baja o nula actividad
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enzimatica en el intestino posterior de los peces es
atribuida a la funcion de reabsorcibn de esta
porcion del tracto, demostrando un papel
secundario en la produccién de enzimas [29].

Las proteinas tienen un papel importante en la
reproduccién, en el desarrollo y en el crecimiento
de todos los animales; para digerir las proteinas
ingeridas en la dieta los o&rganos digestivos
secretan proteasas &cidas y alcalinas [30]. En la
digestion proteica, grandes polipéptidos son
hidrélizados por la pepsina del estbmago, seguido
por la accion de las endopeptidasas vy
exopeptidasas que degradan la cadena
polipeptidica en aminoéacidos, que luego son
absorbidos por el torrente sanguineo [31]. En el
presente estudio, L. marmoratus mostré actividad
proteolitica inespecifica acida (estbmago) y alcalina
(intestino). La actividad especifica de proteasa
inespecifica en el estbmago e intestino medio fue
significativamente (P<0.05) menor con relacion a la
actividad del intestino anterior. La actividad
especifica para esta enzima fue de 34.3 + 7.7 U/mg
de proteina para la seccion del intestino anterior. La
actividad mas baja se observé a nivel del estémago
y fue de 11.8 +4.1 U/mg de proteina (Figura 2). Lo
que sugiere que estas dos porciones del tracto
digestivo son las encargadas de la digestién de las
proteinas en esta especie. CHONG et al. (2002)
reporta para disco Symphysodon aequifasciata
actividad de proteasa en la region acida del
estébmago y en la regién alcalina del intestino [32],
resultados similares fueron reportados por De
ALMEIDA et al. (2010) para juveniles de tambaqui
Colossoma macropomum [33]. En juveniles de
Centropomus parallelus la actividad de proteasas
acidas fue mayor (64,75+5,23 U/mg de proteina) a
las proteasas alcalinas (0,019+0,005 U/mg de
proteina) [34], por lo tanto, los autores concluyeron
que esta especie se puede considerar carnivoro
estricto y comprueban que en el estbmago es
donde se realiza la mayor parte de la hidrolisis,
estos resultados son inversos a lo hallado en L.
marmoratus, el cual present6 menor actividad
proteémica en el estbmago que en el intestino.

La actividad lipolitica en L. marmoratus se observé
en estdbmago, intestino anterior y medio, siendo
menor para este Ultimo (Fig. 3). La distribucién de
esta enzima varia entre especies, para C.
macropomum reportan actividad lipolitica en
estdmago e intestino anterior [33], en Sparus aurata
es mayor en los ciegos piléricos y en el intestino
que en el estdbmago, donde esta actividad es
escasa [35]. En Dentex dentex la actividad de
lipasa no fue detectada en el estdbmago y los
mayores valores fueron encontrados en los ciegos
piléricos [36]. En especies como Dentex dentex [36]
y en C. macropomum [33], la lipasa es modulada
por el contenido de lipidos en la dieta. Cuando los
niveles de lipidos en la dieta estan por encima de
los requisitos metabdlicos, podria ser almacenado
como grasa visceral. Dietas con altos valores de
lipidos pueden afectar la actividad de la lipasa, los
niveles de colesterol y triglicéridos y causar
disminucién del crecimiento [10].

La digestion de carbohidratos es realizada en el
intestino por una variedad de enzimas. La més
comin es la amilasa, producida por el pancreas
[37]. La actividad de amilasa se detect6é a nivel de
estdbmago, intestino anterior y medio. Sin embargo,
esta actividad fue superior en el intestino anterior.
En esta seccidn, la actividad de la amilasa fue de
0.356+0.07 U/mg de proteina. A nivel del estémago
la actividad amilohidrolitica fue 0.231+0.05 U/mg de
proteina (Fig. 4), esto es un indicativo de que la
especie tiene capacidad de digerir almidén. Esto ha
sido observado en varias especies de peces,
carnivoros y omnivoros, principalmente de agua
dulce [18], [25]. La actividad amilohidrolitica en L.
marmoratus permite afirmar que la digestion del
almidon es mas eficiente en el intestino que en el
estbmago. Para matrinxa e hibridos de pintado la
activada es mayor en ciegos pil6ricos e intestino
anterior [38].

Considerando que la regulacién de la actividad
enzimatica digestiva es compleja y que funciona
simultdneamente en varios niveles, por la
regulacion de la transcripcién, la traduccioén, entre
otras [39] la comparacién de la actividad entre los
diferentes estudios y especies es compleja [33].
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Esto se debe a que existen discrepancias en las
técnicas analiticas utilizadas para la determinacion
de estas, en los diferentes habitos alimenticios de
las especies y en la composicion de las dietas
consumidas.

En la Orinoquia colombiana ademas de los cambios
biolégicos, los peces se enfrentan a unos cambios
estacionales extremos, lo que puede variar la
disponibilidad de nutrientes y a su vez modular los
perfiles de enzimas digestivas. KUZ'MINA (1996)
[40] demostr6 que la actividad enzimética digestiva
puede estar altamente correlacionada con la dieta,
encontrando que algunas enzimas digestivas de 37
especies de peces estaban relacionadas con la
composicién de los alimentos y la actividad
alimentaria. Este autor afirma que las enzimas
digestivas sirven como indicadores efectivos de la
ecologia tréfica de los peces.

5. CONCLUSIONES

Este trabajo es un acercamiento al conocimiento de
aspectos basicos de fisiologia digestiva de L.
marmoratus en el medio natural, que sirve como
punto de partida para futuras investigaciones en la
linea de nutricién de la especie. Por otra parte, es
necesario complementar este tipo de
investigaciones con la mediciéon de otras variables
que puedan estar afectando la actividad enzimatica
de la especie como: disponibilidad de alimento,
estacionalidad climatica, sexo, etapa fisioldgica,
entre otras, ademas de profundizar en la capacidad
de la especie para modular su actividad enzimatica.
Por ultimo, se confirma que la especie se puede
identificar con habitos mas de tipo omnivoro que
carnivoro, ya que se observa mayor actividad
enzimética en la fase de digestién intestinal.
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