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Justificacién del Proyecto

A pesar de que la produccién de la pesca extractiva alcanzé sus maximos
niveles a finales de los afios 90 y que desde entonces fluctia en torno al mismo
nivel (hecho que indica que los caladeros se estan explotando cerca de su
produccion maxima sostenible), la demanda mundial de productos pesqueros
se ha duplicado en las ultimas décadas, tanto por el incremento de la poblaciéon
como por un aumento en el consumo "per capita” de pescado, que ha pasado
de 11 Kg. por persona y afio en 1970 a casi 16 Kg. en 2000. Es por esto por lo
que la Organizacion Mundial para la Alimentacién y la Agricultura de la
UNESCO (FAO) considera que, hoy en dia, la acuicultura representa la Unica
alternativa para mantener un consumo de pescados y mariscos en el ambito
mundial ya que la mayoria de los caladeros se encuentran sobreexplotados v,
algunas especies, al borde de la extincion.

En los ultimos afios el sector acuicola ha registrado grandes adelantos
tecnoldgicos, cuyo potencial para el crecimiento econémico y para incrementar
la seguridad alimentaria ha sido reconocido por la FAO en su Declaracion y

Estrategia de Bangkok, que subraya que debe continuarse con su desarrollo.

El rapido crecimiento que la produccion de determinadas especies (como
salmon, trucha, tilapia, lubina, dorada, etc.) alcanz6 a mediados de los afios 90,
junto con la saturacién del mercado para estas especies, ha desencadenado
gue actualmente, una de las prioridades mas importantes en el desarrollo de la
acuicultura sea la diversificacion de especies (aumento del catdlogo de las
mismas susceptibles de ser producidas de forma regular en cantidades
apreciables con el fin de aumentar la variedad de la oferta en el mercado), lo
que ha provocado que se emprendan de forma generalizada numerosas
actuaciones dirigidas a conocer las posibilidades de cultivo de un notablemente

elevado numero de peces.
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Los esturiones son un grupo de especies consideradas como “fésiles
vivientes” debido a su antigledad filogenética y que han desaparecido de
numerosos rios en los que vivian en el pasado (como el Ebro y el Guadalquivir)
debido a la sobrepesca, las dificultades que constituyen las presas para las
migraciones reproductivas y la contaminacion de habitats. También poseen una
gran importancia desde el punto de vista econdémico, ya que son muy
apreciados tanto por la alta calidad nutricional de su carne (debido a la
concentracibn de aminoacidos esenciales y &acidos grasos poliinsaturados)
como por el alto precio que sus huevos (el caviar) alcanzan en el mercado
(Boglione y col., 1999), hecho que llevé a iniciar la posibilidad de su cultivo a

mediados del siglo XX en la antigua URSS.

En Europa, los primeros intentos de cultivo se produjeron en Francia, con la
especie Acipenser sturio. Actualmente se dispone de un Unico y escaso stock
en el Centro de Investigacion del CEMAGREF en Burdeos con el que se esta
llevando a cabo un programa de cria en cautividad y recuperacién de la
especie, que avanza muy lentamente. En cambio, Acipenser naccarii ha
demostrado sus excelentes posibilidades para el cultivo en agua dulce tanto en
Italia como en Espafia, paises en los que la especie es autdctona (Garrido-
Ramos y col., 2004).

En Espafia durante mas de 30 afios existid una prospera fabrica de caviar
en Coria del Rio (Sevilla), pero se cerr6 debido a la falta de capturas de
ejemplares salvajes; desde el afio 1992 so6lo se han producido capturas
esporadicas de esta especie en la Peninsula Ibérica. En la actualidad existe
una empresa dedicada al cultivo de la especie Acipenser naccarii, la
Piscifactoria Sierra Nevada SL., situada en Riofrio (Granada) que posee el
mayor stock de esta especie a nivel mundial. Sin embargo y a pesar de los
esfuerzos, aun existen aspectos incipientes en la tecnologia de cultivo, sobre

todo en lo que respecta a la obtencion de juveniles.
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Justificacién del Proyecto

El principal problema a la hora de establecer el cultivo integral de una
especie de pez es el de la alimentacion durante las primeras fases de vida,
especialmente en aquellas donde el sistema digestivo no es completamente
funcional. Ademas, la tendencia actual en la acuicultura pretende desligar tan
pronto como sea posible la alimentacion durante las primeras fases de vida de
la produccion de presas vivas que sirvan de alimento, obteniendo al mismo
tiempo una gran tasa de supervivencia de los animales. Por tanto, parece claro
que una de las lineas de investigacion mas importantes en piscicultura sea la de
conseguir dietas inertes adecuadas que permitan la alimentacion artificial de
una determinada especie desde el inicio de su alimentacion exdgena. Pero
para llegar a este punto es indispensable conocer las caracteristicas
estructurales y funcionales del tracto digestivo a lo largo de la vida de la especie

mediante la realizacion de trabajos multidisciplinares que comprendan:

e Estudios fisioldgicos: Determinaciones del pH de los distintos segmentos

del canal digestivo, evolucién de las capacidades digestivas a lo largo
del crecimiento, papeles relativos de los enzimas enddgenos y
exdégenos, etc. (Alarcon y col.,, 1998; Hidalgo y col., 1999; Bairagi y
col.,2002).

e Estudios morfolégicos: Se incluyen aqui trabajos histolégicos e

histoquimicos. A la hora de determinar la eficacia en el uso de dietas
inertes en las primeras formas de vida de los peces, los estudios mas
usuales incluyen el examen del aparato sensorial (botones gustativos),
del canal alimentario (especialmente los epitelios), el higado y el
pancreas (Bisbal & Bengston, 1995; Calzada y col., 1998; Crespo y col.,
2001).

El presente trabajo se centra en el analisis Histo-Enzimatico en el digestivo

de Acipenser naccarii Bonaparte 1836 durante la ontogenia, ya que el estudio

de las caracteristicas morfolégicas y funcionales del tracto digestivo a lo largo

11



José Ignacio Llorente Lépez

del desarrollo ontogénico de esta especie constituye un paso previo y
necesario a la hora del establecimiento de las capacidades digestivas durante
los primeros fases de vida. Estos resultados asistirdn a futuras investigaciones
centradas en el esclarecimiento de las estructuras implicadas en la digestion de
los embriones a lo largo de su desarrollo, asi como los requerimientos
nutricionales y los habitos alimenticios, que a su vez redundaran en una mejora
de las técnicas de cultivo capaz de maximizar la produccion y rentabilidad.
Ademas, las posibles mejoras en el protocolo de cria y engorde, en un futuro
proximo, permitirian ademas disponer de un stock mas o menos constante a la

hora de posibles reintroducciones en el medio natural.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

Thurman y Webber (1984) definen los peces como vertebrados acuéticos
gue poseen aletas con un namero variable de elementos esqueléticos llamados
radios y que utilizan branquias para obtener oxigeno del agua. Su vida se
desarrolla en el medio acuatico y tienen una alta capacidad de adaptacion a las
diferentes condiciones de los diversos habitats en los que viven, hecho que se
ha traducido en un alto éxito evolutivo. De esta forma en la actualidad, el 50%
de las especies de vertebrados que existen son peces, frente a un 23% de
aves y un 12% de mamiferos (Smith, 1980). De este porcentaje de peces, las

dos clases principales son los Condrictios y los Osteictios.

Los Condrictios, o peces cartilaginosos, son vertebrados de aspecto
pisciforme, cuyo esqueleto estd formado por cartilago, en ocasiones
parcialmente calcificado. La boca de estos carnivoros es infera con mandibula
hiolistica (no unida al craneo), lo que les permite que la apertura sea maxima.
Sus aletas son pares, gruesas, carnosas y no las pueden plegar. Estan
recubiertos de denticulos dérmicos o escamas placoideas y pueden presentar
espirdculos bien desarrollados. Son esencialmente marinos y pueblan los

mares desde el Devonico medio (Arnason y col., 2001).

Los Osteictios se caracterizan por una progresiva osificacion de su
esqueleto que afecta simultaneamente al craneo, a las vértebras y a las
extremidades. Se diferencian de los Condrictios, ademas, porque tienen las
branquias protegidas por un opérculo 6seo. El cuerpo estd recubierto por
escamas cosmoideas, ganoideas o cicloideas, también de origen dérmico. Se
distribuyen en dos subclases: Sarcopterigios y Actinopterigios, que se

diferencian en la estructura de sus aletas pares.
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La subclase Sarcopterygii es extremadamente antigua en su origen, ya que
los primeros restos aparecen en estratos pertenecientes al Devonico mas bajo
(alrededor de 390 millones de afios). So6lo dos grupos, los Celacantos y los
Dipnoos (peces pulmonados), han llegado a nuestros dias (Bruno & Maugeri,
1995).

Los Actinopterigios aparecieron originalmente en el Devodnico, pero no
florecieron hasta bien entrado el Carbonifero (aproximadamente unos 360
millones de afios) (Figura 1). Son el grupo dominante de los peces,
constituyendo el 95 % del niamero total de especies, y estan caracterizados por
la presencia de una Unica aleta dorsal y una aleta caudal que primitivamente
era completamente heterocerca y que, posteriormente, se hendid
profundamente para transformarse en homocerca. Segun Benton (2004)
podemos realizar dos divisiones dentro de los Actinopterigios: los
Acipenseriformes (esturiones y peces espatula) y los Neopterigios. La subclase
Neopterigii incluye a los Holosteos (Lepisosteiformes y Amiiformes) y a los

Teledsteos, donde se encuadran la mayoria de los peces actuales (Figura 2).

ACTINOPTERYGII ACIPENSERIDAE
CHONDROSTEI

GINGLIMODI

NEOPTERYGII AMIIDAE

HALECOSTOMI

TELEOSTEI

Figura 1: Tendencias evolutivas dentro del grupo de los Actinopterigios
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Phyllum Chordata
Subphyllum Vertebrata
Infraphyllum Gnatostomata
Clase Condrichthyes
Subclase Elasmobranchii
Subclase Subterbranchialia
Superorden Holocephalii
Clase Osteichthyes

Subclase Sarcopterygii
Orden Dipnoi

Subclase Actinopterygii

Infraclase Actinopteri
Superdivision Chondrostei
Orden Acipenseriformes
Orden Polypteriformes
Superdivision Neopterygii
Divisién Ginglymodi
Familia Lepisosteidae
Divisién Halecostomi
Subdivisiéon Halecomorphi
Familia Amiidae
Subdivision Teleostei
Infradivision Osteoglossomorpha
Infradivision Elopocephala

Figura 2: Clasificacién de los peces segun Benton (2004)

1.1.Localizacién taxondmica de los Acipenseriformes

Los Acipenseriformes han aparecido en diferentes lugares de la sistematica
de peces a lo largo de la historia. Originalmente se emparentaron con los
tiburones, idea que se dio por erronea tras diferentes analisis morfolégicos y
taxondmicos; actualmente se afirma que constituyen uno de los antecesores de
los peces 0Oseos actuales. Contrariamente a los Neopterigios, que
gradualmente fueron desarrollando escamas menos pesadas y huesos mas
ligeros, los Acipenséridos perdieron parte de sus pesadas escamas ganoideas
(en algunos casos completamente) y eliminaron el proceso de osificacion de su
esqueleto cartilaginoso. Los individuos mas antiguos siguieron manteniendo

diferentes centros de osificacion endocondral, por lo que podemos suponer que
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la osificacién del cartilago simplemente fue relegada a un segundo plano, en

favor de otros mecanismos adaptativos.

A pesar de lo anterior, hay que decir que los Acipenseriformes, como grupo,
se caracterizan por poseer una serie de caracteristicas ancestrales que
sugieren una posicion basal dentro de los Osteictios mas recientes. Estos

caracteres son:

Escamas ganoideas pesadas.

- Aleta caudal heterocerca.

- Esqueleto cartilaginoso: Se piensa que este es un caracter secundario
en las formas actuales (no homologo al de los Condrictios), ya que los
fésiles del grupo indican la presencia de un esqueleto 6seo.

- Presencia de espiraculo.

- Los radios de las aletas son mas numerosos que sus soportes basales.

Tras muchos estudios, tanto la posicion filogenética como la sistematica del
grupo seguian siendo inciertas, hasta que Bemis y col. (1997) propusieron una
clasificacion basada en caracteres morfoldgicos, osteoldgicos y genéticos que
define mejor que ninguna de las anteriores la filogenia y sisteméatica del grupo.
Esta clasificacion defiende que la familia Acipenseridae estda formada
actualmente por unas 25 especies, de las cuales 19 pertenecen a la subclase
Acipenserinae y las otras 6 a la Tribu Scaphirhynchinae (Birstein & Bemis,
1997), y que con las dos especies actuales de peces espatula (Polyodon
spathula y Psephurus gladius) componen el orden Acipenseriformes, el grupo

méas numeroso de “peces fésiles vivientes” (Gardiner, 1984) (Figura 3).
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Orden
Acipenseriformes

Familia
Polyodontidae

Psephurus gladius

Polyodon spathula

Familia
Acipenseridae

Subfamilia
Husinae

Huso huso

Huso dauricus

Subfamilia
Acipenserinae

Tribu
Scaphirhynchini

Scaphirhynchus
albus

Scaphirhynchus
platorynchus

Scaphirhynchus
suttkusi

Tribu
Acipenserini

Acipenser sturio
Acipenser
oxyrinchus
Acipenser
brevirostrum
Acipenser
fulvescens
Acipenser
transmontanus
Acipenser
medirostris
Acipenser sinensis
Acipenser schrenckii
Acipenser mikadoi
Acipenser
gueldenstaedtii
Acipenser stellatus
Acipenser ruthenus
Acipenser
dabryanus
Acipenser
nudiventris
Acipenser baerii
Acipenser persicus
Acipenser naccarii

Figura 3: Clasificacion de los Acipenseriformes segin Bemis, Findeis y Grande (1997).
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1.2.Caracteristicas de los Acipenseriformes

Segun Bemis y col. (1997), los esturiones aparecieron en la tierra hace unos
200-250 millones de afios y consiguieron un gran éxito evolutivo. En su
evolucion consiguieron adaptarse a modos de vida muy diferentes, ya que
pueden habitar tanto aguas dulces, como salobres o marinas (restringiéndose
siempre a la plataforma continental). Se encuentran distribuidos en las regiones
semifrias y templadas del hemisferio septentrional, estando también presentes
en el Mediterraneo (occidental y centro septentrional), en el Mar Caspio, Mar
Negro y en los rios principales que en ellos desembocan. Esta espaciada
distribucion denota la importancia que en el pasado tuvo un grupo que

actualmente esta en vias de desaparicion (Billard & Lecointre, 2001).

Su aspecto general es escualiforme, con el hocico mas o menos alargado y
con cuatro barbillones en la parte inferior. La boca es protractil (tubiforme), en
posicion ventral y sin dientes en los estados adultos. La aleta caudal es
heterocerca (el I6bulo superior es mucho mas largo que el inferior); el cuerpo
es macizo y alargado, de seccion pentagonal o subcilindrica, cubierto de piel
desnuda y con cinco series longitudinales de escudos 0seos:

e Una serie a lo largo del dorso del animal.
e Dos series en los flancos.

e Dos series ventrales.

Todas las especies pasan por una etapa carnivora en su vida. Los
embriones libres son zooplantivoros peldgicos (Baranova & Miroshinichenko,
1969) aunque los habitos alimenticios de juveniles y adultos son mas amplios,

oscilando desde la filtracion (género Polyodon) hasta la ictiofagia (Huso huso).
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Se piensa que la mayoria de los adultos son carnivoros benténicos
oportunistas estando su dieta compuesta por moluscos, crustaceos, embriones
de insectos, invertebrados bentonicos y, ocasionalmente de peces (Buddington
& Christofferson, 1985). La pubertad suele ocurrir tarde en todas las especies,
oscilando entre los 5 y los 30 afios, no siendo el ciclo reproductor de caracter
anual. Los adultos continban creciendo durante toda su vida y algunas
especies como el Beluga (Huso huso) alcanzan los 100 afios de edad y algo
mas de 1000 Kg. de peso. Las poblaciones naturales han sufrido enormes
descensos en los ultimos afios debido principalmente al impacto antropogénico,
estando actualmente la mayoria de las especies en peligro y con necesidad de
medidas de proteccion segun la UICN (World Conservation Union, 1996). A
pesar de la instauracion de diferentes medidas de control como la reduccion en
el nimero de capturas, la restauracion de habitats o la inclusion de todas las
especies en el catalogo CITES (Convention on International Trade in
Endagered Species of Wild Flora and Fauna, 2005), se hace necesaria la
elaboracion de diferentes estudios multidisciplinares capaces de aumentar los

conocimientos sobre este grupo de peces.

1.3.Acipenser naccarii, Bonaparte 1836.

Las caracteristicas que diferencian a esta especie de los demas esturiones

segun Domezain (2003) son:

e La boca es transversa, relativamente grande y ligeramente curva en los
extremos; la anchura interna méxima de la boca no cabe dos veces entre
esta y la punta del hocico.

e El hocico es corto y con el extremo redondeado y su longitud no supera un
tercio de la longitud del cuerpo.

e El labio inferior es continuo con una acanaladura en el centro.
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e Poseen cinco filas de escudetes:

- Dorsales: entre 10 y 14 escudetes (los de la zona media son mas
profundos y generalmente mas grandes que los de la parte
frontal).

- Laterales: el niumero de escudetes varia de 32 a 42 en cada lado.

- Zona ventral: entre 8 y 11 escudetes a cada lado, sin placas mas
pequefias entre las filas dorsales y laterales.

e La aleta dorsal tiene entre 36 y 48 radios mientras que la anal varia de los
24 alos 31.
e La parte posterior del cuerpo es marron-olivacea, los flancos més claros y la

parte ventral blanquecina.

El peso de los ejemplares adultos de Acipenser naccarii estd normalmente
entre los 30 y los 80 Kg. Los machos suelen ser algo mas pequefios que las
hembras de la misma edad y no presentan un dimorfismo sexual evidente
(Domezain, 2003). Es una especie que se reproduce en agua dulce pero que
utiliza el mar para su crecimiento y engorde. Se alimenta de invertebrados
bentonicos (quironédmidos, oligoguetos y tubificidos) aunque también consumen
restos de animales, vegetales y semillas (Soriguer y col., 2002). Sus héabitos
son poco conocidos, pero se sabe que en sus migraciones reproductoras

entraban en el Guadalquivir entre febrero y mayo.

En los udltimos afios, diferentes estudios (Garrido-Ramos y col., 1997;
Hernando y col., 1999; Domezain, 2003) han puesto en duda la idea original de
qgue A. naccarii se distribuyera exclusivamente por el Mar Adriatico (Tortonese,
1989). Hernando y col., (1999), mediante el andlisis de diferentes aspectos
morfologicos y genéticos de distintos ejemplares de esturion pertenecientes a
varios museos europeos, confirma la existencia de un éarea historica de

distribucion para A. naccarii mucho mas amplia que va desde el Mar Adriatico,
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pasando por toda la costa mediterrdnea europea, hasta llegar casi al limite
entre Portugal y Galicia. Si a esta conclusion anterior le unimos el hecho de
que diferentes autores citaran al A. naccarii en los rios de la Peninsula Ibérica
después de 1869 y de que existen datos de capturas en Niza, podemos asumir
qgue A. naccarii fue una especie autoctona de la Peninsula ibérica en el pasado,
y que incluso podria haber constituido una especie comun en bastantes rios del
sur europeo (Hernando et al., 1999) (Figura 4).

Figura 4: Area de distribucion histérica de A. naccarii. La linea azul representa la zona
propuesta por Tortonese en 1989; la linea roja, la distribuciéon propuesta por Hernando y
col., (1999). Los circulos amarillos indican los puntos de captura citados en literatura.
Modificado de Hernando y col. (1999)

Robles y col. (2004) tras el estudio de diferentes familias de secuencias de
ADN satélites de la familia Acipenseridae concluyeron de forma inequivoca que
el esturion Acipenser naccarii es una especie autoctona de la Peninsula

Ibérica.
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Acipenser naccarii es una especie catalogada como en “serio riesgo de
extincion” y esta incluida entre la “fauna estrictamente protegida” de la
Convencién de Berna; asi mismo, su comercio internacional aparece
restringido desde 1998 (Convention on International Trade in Endagered
Species of Wild Flora and Fauna, CITES Il, 2005). En Italia, donde como
hemos comentado la especie esta aun presente, el dramatico declive que se
registré en las capturas anuales a finales del siglo XX (de 2000 Kg./afio en los
afos 70 a solo 50 Kg. en 1993) arroja serias dudas sobre el estado de salud y
el nimero de individuos de las poblaciones naturales (Martinez Alvarez, 2003).
Los principales problemas que esta especie encuentra en el medio natural son
la pérdida de calidad de los ecosistemas acuéticos, la construccion de

embalses y la pesca furtiva (Rossi y col., 1991).

En Espafia, la produccion de esta especie para la obtencién de caviar fue
iniciada por la empresa Piscifactoria Sierra Nevada SL. en el afio 1987. En el
afio 2004 se obtuvieron aproximadamente unos 1500 Kg. de caviar y se prevé

duplicar esta cifra para el afio 2005 (Domezain, 2003).

2. EL TRACTO DIGESTIVO DE LOS PECES

Es dificil definir un patrén estructural unico cuando nos referimos al sistema
gastrointestinal de los peces debido a la enorme variabilidad existente en los
habitos de vida (Grasse, 1977). A nivel general, puede describirse el tracto
digestivo de los peces como una estructura tubular que comienza en la boca y
termina en el ano. Normalmente se divide en una porcion cefélica (boca y
faringe) y una porcién troncal. La porcién troncal comienza en el eséfago y se

divide a su vez en dos segmentos principales:
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e Segmento anterior o pre-pildrico. Comienza en el limite posterior de la

camara branquial e incluye el es6fago y el estbmago. En peces agastros
como los Ciprinidos, el intestino anterior se compone de esofago y de parte
de la porcion intestinal (hasta el lugar de conexién con el conducto biliar)
(Smith, 1980).

e Segmento posterior o post-pilérico. En algunos casos puede subdividirse en

intestino medio e intestino posterior (Paniagua & Nistal, 1983). La
delimitacién entre las dos zonas es en la mayoria de los casos incierta o
incluso inexistente; en cambio, otras veces el limite entre los dos
compartimentos viene marcado por un espesamiento de la capa muscular,
la existencia de una valvula o por un subito aumento del didmetro (Smith,
1980).

En los peces, el tubo digestivo es un conducto hueco de didmetro variable
gue presenta una organizacion estructural similar a lo largo de toda su longitud.
Desde el punto de vista histolégico, la pared del tubo digestivo esta formada
por 4 capas distintas cuya disposicion, desde la luz del conducto hacia fuera,

es:

e Mucosa: Consiste en un epitelio de revestimiento y una capa de tejido
conjuntivo subyacente denominada lamina propia. En algunas especies de
peces, la transicién entre la lamina propia de la mucosa y la submucosa no
es clara, pues no existe muscularis mucosae (Ostos Garrido y col., 1993). El
epitelio difiere en las distintas porciones del tubo digestivo ya que se adapta
a las funciones especificas de cada segmento; asi podemos distinguir un
epitelio estratificado en el es6fago y otro cilindrico simple en el estbmago y
en el intestino.

e Submucosa: Formada por tejido conjuntivo denso no modelado y vasos
sanguineos de gran calibre que envian ramificaciones a la mucosa, la

muscular propia y la serosa, asi como vasos linfaticos y plexos nerviosos.
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En ciertas localizaciones de la submucosa se encuentran glandulas, cuya
presencia suele contribuir a identificar el segmento o region especificos del
tubo digestivo en los cortes histoldgicos.

e Muscular propia: En la mayor parte del tubo digestivo consiste en dos capas

concéntricas relativamente gruesas de musculo liso. Las células de la capa
interna adoptan una orientacion circular mientras que las de la capa externa
se orientan longitudinalmente. Las contracciones de la capa circular interna
provocan una constriccién en el diametro del tubo digestivo y favorecen la
mezcla de su contenido. Las contracciones de la capa muscular longitudinal
externa favorecen el movimiento del bolo alimenticio a lo largo del sistema
digestivo.

e Serosa: Es una membrana compuesta por mesotelio y una pequeia
cantidad de tejido conjuntivo. En la serosa podemos encontrar vasos
sanguineos de gran tamafo, vasos linfaticos y troncos nerviosos. En la
faringe, esé6fago y recto no existe una tunica serosa como tal, sino una
tinica adventicia constituida sélo por tejido conjuntivo laxo en el que se

pueden encontrar algunos vasos y nervios.
2.1.Region bucofaringea

Tanto la posicion como el tamario de la boca guardan una estrecha relacion
con la localizacion y tamafio del alimento en los peces. En aquellas especies
que se alimentan en el centro de la columna de agua en la que viven
generalmente suele estar situada en posicion medial, paralela al eje
longitudinal del cuerpo, mientras que en las especies que toman el alimento en
capas inferiores la boca adquiere una posicidn infera (situada en la parte
inferior del hocico), como es el caso de algunas especies de la familia
Cobitidae. En cambio, en aquellos peces depredadores de aguas superficiales
o en los filtradores de plancton, la posicion de la boca es supera. El tamafio

relativo de la boca parece depender del tamafio del alimento ingerido; asi, las
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bocas de mayor tamafio corresponden a los peces depredadores carnivoros
(Aleev, 1963) (Figura 5).
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Figura 5: Diferentes estructuras de la boca en peces.

En muchos casos la boca puede sobresalir hacia adelante, de forma que su
longitud llega a suponer entre un 5y un 25 % de la longitud total de la cabeza.
Mediante esta especializacion del aparato bucal se facilita la captura de presas
y la succién del alimento del fondo, permitiendo ademas un movimiento

hidrodinamico cuando la boca se retrae.

El epitelio que tapiza la cavidad bucofaringea de los peces es de tipo
estratificado con botones gustativos, dientes y células mucosas:

e Botones gustativos: En peces, al igual que ocurre en otros vertebrados, los

botones gustativos son los 6rganos sensitivos periféricos del sistema
gustativo. Se encuentran en el epitelio de la cavidad orofaringo-branquial y
en muchas especies se extienden por la epidermis de los labios, barbas —

en caso de existir - y mas raramente por toda la superficie corporal. Cuando
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los botones gustativos estdn maduros tienen forma de pera y contienen
células epiteliales especializadas de diferentes tipos: células claras y
oscuras que constituyen el epitelio sensorial y células basales que entre
otras funciones podrian ser mecanorreceptores (Jakubowsky & Whitear,
1990; Reutter & Will, 1993; Roper, 1993). Se asientan en una pequefia
papila constituida por el tejido conjuntivo subyacente.

e Estructuras dentarias: Los peces tienen tres clases de dientes:

mandibulares, bucales y faringeos (Huysseune y col.,, 2002). Los
salmoénidos y los depredadores mas activos poseen fuertes mandibulas con
dientes puntiagudos en ellas, que les confieren la capacidad de poder
morder y capturar a sus presas. Otros peces que se alimentan de
invertebrados o que arrancan su alimento de rocas (Género Plecostomus)
poseen pequeinos dientes mandibulares y la superficie labial modificada, de
forma que se hacen mucho mas asperos y permiten arrancar el alimento.
Algunos peces poseen dientes faringeos que se sitian sobre un quinto arco
branquial modificado y que, por lo general, se disponen en estructuras que
permiten cortar el alimento o su trituracion y molienda. Existen también
casos de carencia absoluta de dientes, como ocurre en los esturiones en

etapas adultas, peces aguja y caballitos de mar.

En los peces, las estructuras dentarias no son auténticos dientes, sino
formaciones odontoides originadas por brotes epiteliales que experimentan una
intensa cornificacion (Carrato & Fernandez, 1987). De manera general, los
dientes y las escamas de los vertebrados no mamiferos suelen tratarse como
una unidad fundamental, el odontodo, cuya estructura es idéntica a la de la
escama placoidea de Condrictios (Sire & Huysseune, 2003). EIl odontodo esta
formado por una capa externa compuesta por un tejido calcificado que a
menudo recibe el nombre de esmalte y una capa de dentina que rodea un
espacio central denominado cavidad pulpar, cuya base se une al hueso
dentario (Moya, 2003). Diferentes autores apuntan a que el origen del esmalte
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en los peces sea mesodérmico, por lo que podriamos hablar de vitrodentina o
durodentina y no de un verdadero esmalte de origen epidérmico; pero esta
cuestion no esta totalmente dilucidada, pues la formacién de dientes sélo ha
sido estudiada por ahora en un numero reducido de especies (Sire &

Huysseune, 2003).

Kakizawa & Meenakarn (2003) estudiaron la histogénesis de las estructuras
dentarias en una especie de pez gato, (Pangisianodon gigas) y concluyeron
que el desarrollo del diente se inicia con la evaginacion del epitelio de la
cavidad oral que consigue englobar cierta cantidad del tejido mesenquimatico
subyacente, formando la lamina dental y un pequefio nucleo de células
mesenquimaticas bajo él. Posteriormente se produce un plegamiento del
epitelio que adopta un aspecto parecido al de una campana y se forma el
organo del esmalte que rodea a la papila dental, constituida por mesénquima.
En este momento, las células mas superficiales de la papila dental se
transforman en odontoblastos que comienzan a secretar la matriz organica de
coladgeno de la que se obtiene la dentina y que, una vez completamente
formada, se mineraliza. Durante estos procesos, el apice del diente se
posiciona en las proximidades del epitelio oral y su base gradualmente se dirige
hacia el hueso subyacente. El apice del diente atraviesa el epitelio
bucofaringeo en el momento en el que la base de la estructura dentaria entra

en contacto con el hueso subyacente (Figura 6).
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Figura 6: Representacidon esquematica de los diferentes estadios en el desarrollo de un
diente en peces. Adaptado de Sasawa, 1995.

En la mayoria de los peces 6seos las estructuras dentales son
reemplazadas de forma constante a lo largo de toda su vida. Segun Trapani
(2001) los dientes funcionales son reabsorbidos y/o eliminados y substituidos

por nuevos dientes.

No se poseen datos sobre la existencia de glandulas salivales en la boca de
los peces 0seos, pero si de células mucosas que segregan un mucus

responsable de:

- Favorecer la captura de pequefias particulas alimentarias.

- Proteger frente al dafio fisico a la hora de la deglucién (Reifel &
Travill, 1978; Tibbets, 1997; Gisbert y col., 1998)

- Contribuir al mantenimiento del equilibrio osmaético en peces

marinos (Domeneghini y col., 1998).
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2.2.Eso6fago

Es una estructura tubular corta y musculosa que se sitla entre la boca y el
estbmago. En especies predadoras la mucosa presenta un alto grado de
plegamiento, lo que confiere al eséfago una gran capacidad de distensiéon y
permite la ingesta de presas de gran tamafo; ademas, la existencia de un
esfinter esofagico bien desarrollado previene la entrada de agua desde el
aparato branquial a la hora de la deglucién (Fange & Grove, 1979; Hepher,
1988).

La estructura histologica de su pared permite distinguir una mucosa con
numerosos pliegues longitudinales limitados por un epitelio estratificado ciliado
con células mucosas (Fishelson y col.,, 2004). En algunas especies de
Condrictios y Condrésteos podemos observar ademas botones gustativos,
cuya estructura y funcion varian segun su posicion topografica y la especie.
Diferentes autores sefialan la presencia de acumulos de tejido linfatico en la
submucosa, que en los Condrictios forma el llamado érgano de Leydig (Bertin,
1958; Fange, 1968; Smith, 1980). La capa muscular propia tiene un gran grosor
y esta formada por fibras musculares inervadas por el nervio vago (Fange &
Grove, 1979).

Gisbert y col. (2004) confirman que en Paralichthys californicus la mucosa
esofagica presenta dos regiones diferentes: una porcién anterior revestida por
un epitelio estratificado cubico ciliado con algunas células caliciformes PAS-
positivas y una porcidén posterior con un epitelio cuboidal simple ciliado que no
presenta células mucosas. Segun Gisbert y col. (1998) esta especializacion del
epitelio esofagico en peces esta relacionada con los procesos de deglucion, de
forma que la sintesis de mucosustancias en la porcién anterior facilitaria el
paso del bolo alimenticio hacia la porcién posterior, donde los cilios favorecen

el transito del alimento al estémago. Tibbetts (1997), en un estudio de las
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mucosustancias en un Hemirrampido (A. sclerolepis), propuso que el principal
papel de las mucosustancias secretadas por las células mucosas esofagicas y
faringeas estaba relacionado con la formacion de una capa lubricante en las
paredes de estos conductos que previniera frente al dafio fisico producido a la
hora de la deglucién y que ademas, facilitara el paso del bolo alimenticio hacia

el intestino.

En la porcion mas caudal del compartimento esofagico algunas especies
como Dorosoma cepedianum presentan células glandulares con unas
caracteristicas ultraestructurales similares a las de las glandulas gastricas
(Schmitz & Baker, 1969).

2.3.Estbmago

El estbmago es la porcion méas dilatada del tracto digestivo de los peces y
posee una gran capacidad de distension, lo que permite almacenar grandes
cantidades de alimento (Hepher, 1988). Un gran niumero de peces, entre ellos
los Ciprinidos, no tienen estdbmago ni por tanto, secreciones gastricas
asociadas (Albrecht y col., 2001) pasando el alimento directamente al intestino
donde comenzarian los procesos digestivos. La agastria suele estar asociada
con habitos micréfagos, por lo que las especies sin estbmago suelen poseer
estructuras trituradoras (dientes faringeos) que permiten que el alimento pase

de forma mucho mas fragmentada al intestino.

El estbmago de los peces generalmente es de tipo sigmoideo pudiendo
presentar una gran variedad de formas (Grasse, 1977). Su conformacién mas
simple es la fusiforme, donde pueden reconocerse un “cuerpo” y la region
pilérica. También podemos encontrar animales que poseen un estdmago

muscular parecido al de las aves granivoras, cuyo cometido es compensar la
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falta de denticion; este es el caso de los Acipenseriformes y la mayoria de los

peces herbivoros como los mugiles, silaridos, algunos ciclidos, etc. (Figura 7).

Cyphocharax spilurus (&) Apistograma ramirezi (B)

3Imm 3mm

Bryconops melanumus (C) Hoplias malabaricus (D)

Figura 7: Diferentes estructuras del tracto digestivo en peces. 1. Eséfago. 2. Estbmago.
3. Intestino. A: Estdmago en forma de bolsa asimétrica; B: Estdmago bilobulado; C:
Estomago en forma de bolsa; D: Estomago alargado; E: Estbmago de aspecto ovoide.
Modificado de Sanchezy col., 2003.

En la trucha arco-iris, Oncorhynchus mykiss, la porcion gastrica esta
formada por dos regiones diferentes: una porcién glandular o corpus y una
porcién muscular o piloro. Ambas regiones presentan una mucosa altamente
plegada y limitada por un epitelio de tipo cilindrico, que en la porcién glandular
forma criptas donde desembocan las glandulas gastricas, que ocupan la casi

totalidad del corion.

Es un hecho comun en peces que las células epiteliales superficiales unidas

entre si por complejos de unién e interdigitaciones, elaboren mucosustancias
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de caracter neutro que, almacenadas en el interior de granulos de secrecion,
ocupan su polo apical (Reifel & Travill, 1979; Grau y col., 1992; Ostos-Garrido y
col.., 1993; Arellano, 1995; Domeneghini y col., 1998; Gisbert y col., 1999;
Vieira, 2000). La presencia de estas mucinas ha sido relacionada con la
absorcion de sustancias facilmente digeribles como disacéaridos y acidos grasos
de cadena corta (Grau y col., 1992). Ademas también pueden actuar
protegiendo al epitelio frente al dafio quimico o fisico durante el proceso de
trituracion (Gisbert y col., 1992).

Los peces, como los anfibios, s6lo poseen un tipo de célula glandular
denominadas células oxintico-pépticas (Ito, 1967) capaz de secretar tanto el
pepsindgeno como el acido clorhidrico (Mattison & Holstein, 1980). En la trucha
arco-iris (Ostos Garrido y col., 1993) las células glandulares exocrinas tienen
un aspecto piramidal y se caracterizan por la presencia de pequefios pliegues
en la superficie apical. En el citoplasma supranuclear puede distinguirse un
sistema tubulo-vesicular bien desarrollado, numerosas mitocondrias y granulos
de secrecidn; el nacleo es esférico y se localiza en posicion basal. Las
porciones laterales de las membranas celulares de células adyacentes
presentan interdigitaciones y complejos de unién. Diferentes autores (Reifel &
Travill, 1979; Grau y col., 1992) detectaron la presencia de mucosustancias
sulfatadas en las glandulas gastricas de distintas especies de peces y
propusieron que esta caracteristica esta probablemente relacionada con la
dieta. Spicer & Schulte (1992) especulan sobre el hecho de que las
sulfomucinas son capaces de formar complejos con la pepsina, dando lugar a

una forma mas estable de este enzima.

Diferentes estudios inmuno-histoquimicos en el epitelio gastrico de peces
han permitido identificar células endocrinas que se encuentran distribuidas
entre las células epiteliales superficiales (Noaillac-Depeyre & Gas, 1982;

Radaelli y col., 2000; Youson y col.,, 2001). Estas células presentan una
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morfologia redonda u ovoide y un nucleo eucromatico ovoide, lobulado o
indentado. El citoplasma perinuclear de las células endocrinas contiene un
namero variable de granulos de secrecidon que muestran tamafios, texturas y
grados de osmiofilia variables (Radaelli y col., 2000). Aunque el significado
biolégico de estas células sigue siendo incierto y requiere de un mayor nimero
de trabajos, diferentes autores apuntan la posibilidad de que las células
endocrinas gastricas en peces estén relacionadas con la secrecion de
somatostatina (Elbal y col., 1991), sustancia P (Elbal y col., 1988) y bombesina
(Homgren y col., 1982).

La conexidn estémago-intestino viene marcada por la existencia de un
pliegue en forma de embudo y por la conformacion anular de la musculatura,
que cierra el estbmago a modo de esfinter; su funcion es la de regular el
vaciado estomacal e impedir el reflujo del quimo. En los peces sin estbmago, el
esfinter puede estar ausente o ser reemplazado por una valvula eso6fago-
intestinal formada por un repliegue de las capas mucosa y submucosa (Smith,
1980).

2.4.Ciegos Piléricos

A diferencia de los vertebrados superiores, muchos peces poseen una serie
determinada de tubos ciegos alrededor del esfinter pilérico llamados ciegos
piloricos. El hecho de que su nimero no sea constante se ha utilizado como
caracter diferenciador interespecifico; asi, podemos encontrar como su hamero
puede variar desde unos pocos (de 7 a 12 en el mugil) a varios cientos (en el

atun). Los peces sin estdmago tampoco poseen ciegos piléricos.
Histologicamente son similares al intestino, ya que estan formados por

pliegues mucosales limitados por epitelio columnar simple rico en células

caliciformes.
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Se han sugerido varias funciones para los ciegos:

e Reservorio de alimento.

e Funcion digestiva que suplementaria la actividad estomacal e intestinal
(Buddington y col., 1997).

e Absorcion de carbohidratos y grasas (Belandria Romero, 1997).

e Reabsorcion de agua e iones (Ahearn y col., 1992).

e Aumento de la superficie intestinal y con ello aumento del tiempo de
transito para algunos sustratos (Kapoor y col., 1975; Fange & Grove,
1979).

Se ha propuesto que la retroperistalsis actia como un mecanismo que
permite el llenado de los ciegos piléricos en peces. Ronnestad y col. (2000)
afrman que las contracciones retrogradas del intestino dirigen parte del
contenido intestinal hacia el esfinter pilérico, de forma que la presién
intraluminal del conducto aumenta y permite el llenado de los ciegos pildricos.
También se propone que los movimientos retroperistalticos podrian ayudar en
la mezcla del quimo con las secreciones enzimaticas (tales como bilis y
enzimas del pancreas exocrino). Otros autores observaron un mecanismo

similar en la pintarroja, Scyliorhinus canicula, (Andrews & Young, 1993).
2.5.Intestino Post-pilérico

La longitud del intestino con respecto a la longitud total del pez varia entre
las diferentes especies y se relaciona con los habitos alimentarios (Figura 8).
Suele ser mayor en los herbivoros que en los carnivoros debido a que en éstos
ultimos la mayor parte de la digestion se lleva a cabo en el estbmago. Dicha
relacion oscila entre 0,50 para los carnivoros y alrededor de 2,00 para los

herbivoros y los omnivoros (Tabla 1).
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Herbivaro

=) Ezdfago o) Wesicula biliar d) Ciegos pildricos 1 Ano
b Estamago o) Bazo &) Intestino

Figura 8: Diferencias estructurales debidas al régimen alimenticio entre especies

piscicolas herbivoras y carnivoras. Modificado de Hepher (1988).

ESPECIE (RLG)

CARNIVOROS

Anguilla japonica 0,46
Channa maculatus 0,57
Clarias fuscus 0,68
HERBIVOROS

Ctenophryngodon idella 2,16
OMNiIVOROS

Cyprinus carpio 2,04

Tabla 1: Longitud relativa del intestino (RLG) de diferentes especies de peces con

hébitos alimentarios diferentes. Modificada de Hsu & Wu (1979).

Salvando el hecho de que en las especies agastras no existe una
diferenciacion anatémica clara a lo largo del intestino, distintos autores
basandose en criterios morfolégicos, anatémicos e histologicos distinguen en el

intestino de peces entre la region anterior y la posterior o recto (Halver, 1989;
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Morrison & Wright, 1999; Hamlim y col., 2000; Unal y col., 2001). En la mayor
parte de los casos se denomina intestino medio al segmento intestinal que va
desde el piloro hasta el intestino terminal (FAO, 1980). La longitud del intestino
medio varia, siendo bastante largo en animales herbivoros y corto en los
carnivoros. En Condrictios, Acipenseriformes y Holosteos la superficie interna
del corto intestino medio se ve incrementada mediante la formacion de una
valvula espiral, cuya disposicion morfolégica varia desde la de un tornillo a la

de una serie de conos encajados (Grasse, 1977).

En cuanto al intestino terminal o recto, por lo general, su diAmetro es menor
que el del intestino medio. Gracias a la musculatura de sus paredes se dispone
en forma de tubo rigido y su luz se halla limitada por un epitelio cilindrico con
células caliciformes interpuestas. La funcion de las secreciones mucosas en
este conducto no es bien conocida, si bien se ha propuesto la de lubricacion de
las heces (Reifell & Travil, 1979; Tibbetts, 1997).

La mucosa intestinal en peces presenta cierto grado de plegamiento,
estando dichos pliegues limitados por un epitelio columnar simple en donde

pueden distinguirse los siguientes tipos celulares:

e Células columnares con borde en cepillo: Presentan unas caracteristicas

ultraestructurales similares a las de las células relacionadas con procesos
de absorcion en mamiferos (Gauthier & Landis, 1975). Es de resaltar la
presencia de vacuolas apicales en su citoplasma que presumiblemente se
relacionan con la absorcion de lipidos, aminoacidos y proteinas (Caceci,
1984), aunque también podrian intervenir en el intercambio hidromineral
(Noaillac-Depeyre & Gas, 1973). Los enterocitos de la porcion pildrica estan
implicados en la absorcion de lipidos y aminoacidos, mientras que los de la
region media conservan la habilidad de absorber macromoléculas desde los
estadios iniciales de desarrollo hasta la fase adulta (Nose, 1989).

38



Introduccién

e Células caliciformes: Sus caracteristicas ultraestructurales y funcionales son

idénticas a las descritas para las células caliciformes intestinales de
mamiferos (Krementz & Chapman, 1975). Diferentes estudios confirman la
presencia de varias secreciones de caracter mucoso en el intestino de los
peces. Gutiérrez y col. (1986) confirman la presencia de mucosustancias
neutras y acidas (fundamentalmente carboxiladas y, en menor medida,
sulfomucinas) en el intestino de Anguilla anguilla. Otros estudios realizados
en Hemirrampidos (Tibbetts, 1997) proponen para estas mucosustancias
una funcién de proteccion frente al ataque enzimatico y la de lubricacion del
alimento.

e Células ciliadas: Poseen cortos cilios con un patréon microtubular tipico

mezclados con microvellosidades (Radaeli y col.,, 2000). La fuente de
energia para los movimientos de los cilios es aportada por abundantes
mitocondrias que se localizan en el citoplasma apical. La funcion de estas
células no es bien conocida, pero parece ser que ayudan al transporte de
particulas alimenticias y al mantenimiento de una capa de moco constante
en las paredes intestinales de los embriones de todas las especies de
peces (Gisbert y col., 1998).

En la mucosa intestinal de los peces se ha descrito la existencia de entre 8
y 9 tipos celulares endocrinos diferentes, cuya funcién no esta clara aunque en
los ultimos afios un creciente numero de trabajos han conseguido relacionar
estas células con la secrecion de substancias tales como colecistoquinina
(Elbal y col., 1988), glucagén (Kim y col., 2000) y somatostatina (Elbal y col.,
1991).

La tunica muscular se halla constituida por dos estratos de fibras
musculares lisas y limitada por una serosa constituida por un mesotelio con

abundante tejido conjuntivo y vasos sanguineos.
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Los movimientos peristalticos intestinales en los peces se encuentran bajo
control tanto nervioso como endocrino y presentan unas caracteristicas muy
similares a las de mamiferos (Olson & Holmgren, 2000). Al igual que en los
vertebrados superiores, la presencia de alimento en el estbmago de los peces
provoca la excitacion del nervio vago que genera la contraccion de la pared
gastrica y el paso del alimento al intestino. Este Ultimo hecho induce la sintesis
de una molécula tipo secretina que favorece la liberacion del jugo pancreético.
La colecistoquinina también genera en algunas especies la liberacion de
enzimas pancreaticos, aunque el papel mejor conocido de esta hormona en
peces es la estimulaciébn de la contraccidbn de la vesicula biliar (Adam &
Holmgren, 1987).

Diferentes estudios han conseguido poner de manifiesto la presencia de
tejido linfoide en la mucosa intestinal en diversas especies de peces
relacionado con el tejido linfoide asociado a mucosas (GALT) descrito para
vertebrados (Rombout et al., 1985, 1986; Georgopoulou y col., 1986; Hart y
col.., 1988; Abelli y col., 1997). ElI GALT no es un érgano linfoide como tal y se
encuentra asociado a importantes funciones defensivas. Al igual que en la piel
y en las branquias, en la mucosa intestinal se ha demostrado la presencia de
leucocitos capaces ademas de secretar anticuerpos bajo inmunizacién
(Georgopoulou & Vernier, 1986). En un estudio realizado por Davidson y col.
(1991) se demuestra las distintas funciones de los leucocitos aislados a partir
de este tejido en trucha arco iris; son capaces de producir factor activador de
macrofagos (MAF), funcion asignada a los linfocitos T (Graham & Secombes,
1990).
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2.6.Glandulas anejas

2.6.1. Higado y vesicula biliar

Varia en forma y tamafio en las diferentes especies de peces. En la mayoria
de los peces dedicados a cultivo, el higado es relativamente grande, alargado,
de color marrén y con dos l6ébulos que se extienden a lo largo del intestino
anterior. Histologicamente, el higado de los peces muestra caracteristicas
similares a las descritas para vertebrados superiores aunque la estructura
lobulillar no esta bien definida (Cubillos y col., 2001). Los hepatocitos de
aspecto poligonal poseen un nucleo de gran tamafio que se localiza en
posicion central dentro del cual se pueden observar uno o dos nucleolos y un
citoplasma con granulos de glicégeno y un reticulo endoplasmico rugoso bien

desarrollado (Rochay col., 1997).

Las células hepaticas se organizan en laminas de una o dos células de
espesor que se sitlan entre los sinusoides y forman trabéculas ramificadas.
Estas estan recorridas por canaliculos intercelulares, los canaliculos biliares.
Los sinusoides son fenestrados y se encuentran irregularmente distribuidos y
revestidos por células endoteliales con ndcleos  prominentes

(http://aquaticpath.umd.edu).

La vesicula biliar es una estructura de aspecto ovoide o tubular, localizada
en posicion dorsal al higado y que en la mayoria de los peces esta recubierta
por un epitelio columnar simple (Eastman & DeVries, 1997). El conducto biliar,
también revestido por epitelio columnar simple, se dirige hacia atras y conecta
con el intestino pil6rico cerca de los ciegos piléricos (Boulhic & Gabaudan,
1992).
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2.6.2. Pancreas

El pancreas de los peces es un érgano muy parecido a su homdlogo en
vertebrados superiores; usualmente no aparece como un 6rgano localizado
sino mas bien se presenta en islas difusas de tejido secretor localizadas
principalmente en el higado y alrededor de la vena porta-hepatica formando un
organo compuesto llamado hepato-pancreas (Caceci, 1984). En otros casos,
las islas de tejido pancreatico no solo se localizan en el higado sino también en
el intestino, el mesenterio intestinal y los ciegos pildricos e incluso alrededor del

bazo y de la vesicula biliar (Youson y col., 1999).

La porcion exocrina del pancreas estad constituida por células acinares
piramidales que forman acinos en torno a una luz central. Estas células poseen
un citoplasma oscuro y basofilo con un reticulo endopldsmico rugoso bien
desarrollo y grandes granulos de zimdgeno que se localizan en la porcién

apical; el nucleo es basal y tiene un aspecto esférico (Geyer et al., 2000).

3. EL TRACTO DIGESTIVO DE ACIPENSERIFORMES

Durante las ultimas décadas diferentes estudios han intentado definir las
caracteristicas histoldgicas, histoquimicas y ultraestructurales del sistema
digestivo en diferentes especies de esturiones (Weisel, 1973, 1979; Buddington
& Doroshov, 1985; Radaelli y col., 2000). Todos los estudios sefialan
similitudes estructurales a lo largo del grupo de los condrésteos (esturiones y
peces espatula) y confirman que la estructura histologica de la pared del tubo
digestivo en Acipenseriformes es muy similar a la descrita para teledsteos pero

con caracteristicas distintivas, como son:
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e La presencia de un epitelio gastrico e intestinal ciliado, tanto durante la fase
embrionaria como en la vida adulta. La funcion de las células ciliadas no es
bien conocida pero parece ser que facilitan el transporte de particulas
alimenticias y cooperan en el mantenimiento de una capa de moco
homogénea a lo largo del tubo digestivo durante el desarrollo embrionario.
Segun Radaelli y col., (2002) la presencia de estas células en el tracto
digestivo de ejemplares adultos de esturion, lejos de ser una caracteristica
primitiva, podria constituir una adaptacién alimentaria y podrian jugar un
importante papel en la mezcla de las distintas secreciones digestivas con el
alimento.

e En los esturiones una porcion intestinal se pliega sobre si misma en sentido
longitudinal para formar la valvula espiral, lo que constituye una adaptacién

anatomica del sistema digestivo para aumentar la superficie de absorcion.

3.1.Eso6fago

En los Acipenseriformes es un corto conducto que se extiende desde la
cavidad orofaringea hasta justo antes de la entrada del estomago y, al igual
que en otros peces, presenta un epitelio estratificado cubico con células

mucosas Y células ciliadas (Buddington & Christofferson, 1985).

Las caracteristicas ultraestructurales de las células mucosas son muy
similares a las observadas en otros vertebrados (Gisbert y col.., 1999) y
aunque existen discrepancias en cuanto a su significado funcional, se ha
propuesto una funcién de facilitacién del transporte del alimento (Buddington &
Christofferson, 1985; Gisbert y col., 1998; Gisbert & Doroshov, 2003). En los
Acipenseriformes el epitelio esofagico no parece cumplir la funcién
desalinizadora que presentan en los teledsteos (Cataldi y col.. 1995; Martinez
Alvarez, 2003).
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En el esturion blanco, Acipenser transmontanus, la caracteristica mas
distintiva de la mucosa esofagica es la presencia de fibras nerviosas
mielinizadas en la transicion entre la lamina propia y la submucosa, que
presentan un orientacion longitudinal y estan en estrecha relacion con
numerosos lobulos de tejido adiposo altamente irrigado por vasos sanguineos
(Radaelli y col.., 2000). Esta asociacion entre los I6bulos de tejido adiposo, el
sistema vascular y las fibras nerviosas sugieren una alta capacidad de

movilizacion del tejido adiposo esofagico en los esturiones (Hung y col., 1997).

3.2.Porcion géstrica

Los Acipenseriformes presentan un estdmago adaptado a sus habitos
alimentarios y capaz de suplir la falta de denticién en los estados adultos, que
adquiere una estructura cecal tipica (Grasse, 1977) y estd compuesto por dos
regiones distintas que suponen entre el 40 y el 50% de la longitud total del

tracto digestivo (Buddington & Doroshov, 1985).

La porcién anterior del compartimento gastrico o estbmago glandular es una
estructura elongada, capaz de distenderse hasta 3-5 veces gracias a la
existencia de una serie de pliegues longitudinales en su interior y caracterizada
por la presencia de glandulas gastricas. Pueden observarse grandes paquetes
de fibras nerviosas, similares a las descritas para el eséfago, que se sitan en

la tinica propia-submucosa (Domeneghini y col., 1999).
El estdbmago pildrico carece de glandulas multicelulares y el musculo liso es
el tejido predominante, llegando a suponer hasta el 80% del grosor de las

paredes gastricas (Buddington & Diamond, 1985).

La estructura histologica basica de la pared gastrica en Acipenseriformes es

similar a la descrita para los peces 0seos (Buddington & Christofferson, 1985).
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Las observaciones a microscopia electrénica ponen de manifiesto la presencia
de un epitelio de revestimiento con células columnares mucosecretoras con
microvellosidades, cuyas secreciones mucosas forman una delgada capa
superficial a lo largo de todo el epitelio (gel mucoso adherente) y células
ciliadas. Los cilios de éstas dUltimas estan entremezclados con cortas
microvellosidades y poseen la tipica estructura microtubular con prominentes

corpusculos basales.

Las células de las glandulas tubulares exocrinas presentes en la primera
porcién del compartimento gastrico son piramidales y contienen grandes
cantidades de granulos redondeados fuertemente osmiofilos, asi como algunas
mitocondrias, una maquinaria biosintética bien desarrollada y un nacleo grande

y eucromatico (Radaelli y col., 2000).

El epitelio del estbmago pilérico no posee cilios y estd compuesto por un
anico tipo celular, cuyo citoplasma adluminal se encuentra lleno de granulos de

secrecion (Domeneghini y col., 1999).

La principal funcién del estbmago glandular es la de inicio de la digestion
quimica, mientras que el estbmago pilérico compensa la falta de dientes en los
estados adultos de los Acipenseriformes, triturando el alimento y permitiendo
que éste pase de una forma mucho mas fragmentada al intestino (Buddington
& Diamond, 1985; Gawlicka y col., 1995; Gisbert y col., 1998).

3.3.Intestino
Presenta una estructura histolégica con caracteristicas muy similares a las
descritas para vertebrados, con un epitelio de revestimiento formado por

células columnares ciliadas, células no ciliadas con microvellosidades apicales

y células caliciformes intercaladas (Detlaff y col., 1993). Las células ciliadas
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muestran una caracteristica peculiar, ya que en su superficie podemos
observar cilios y copetes de microvellosidades, mientras que las células no
ciliadas poseen abundantes microvellosidades largas que forman el borde en
cepillo (Radaelli y col., 2000).

El examen ultraestructural de las células productoras de mucosustancias
del esdéfago y el intestino no muestra peculiaridades notables si los
comparamos con otros osteictios o con los vertebrados en general (Specian &
Oliver, 1991; Tibbetts, 1997; Gisbert y col., 1999), y Unicamente pueden
destacarse diferencias en cuanto a la composicion en glicoconjugados de las
células caliciformes de los esturiones (Domeneghini y col., 1999; Gisbert y col.,
1999; Gisbert & Doroshov, 2003) que probablemente sean debidas a
diferencias en los habitos alimentarios y a las caracteristicas de los habitats
(Scocco y col., 1997; Tibbetts, 1997; Domeneghini y col.., 1998).

Al igual que hemos comentado en apartados anteriores (2.3 y 2.5) se ha
conseguido demostrar mediante Microscopia Electronica de Transmision (TEM)
la presencia de diferentes tipos de células endocrinas distribuidas entre las
células del epitelio gastrico e intestinal del esturion blanco, Acipenser
transmontanus (Radaelli y col.., 2000). Estas células poseen las mismas
caracteristicas ultraestructurales descritas para los vertebrados y se clasifican
en funcibn de los tamafos, texturas y grados de osmiofilia de sus

granulaciones.

Diferentes estudios han conseguido poner de manifiesto la presencia de
tejido linfoide en la mucosa intestinal de los esturiones. Domeneghini y col.
(1999) en un estudio a microscopia 6ptica, observaron en la lamina propia la
presencia de células granulares eosinéfila (EGC), caracterizadas por su
aspecto redondeado y por presentar un nucleo a menudo bilobulado y

excéntrico y un citoplasma azul palido con granulos de forma alargada o
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esférica. Radaelli y col. (2000) en estudios posteriores con Microscopia
Electronica de Transmision (TEM) definieron las caracteristicas
ultraestructurales de este tipo celular y los clasificaron como leucocitos
granulares intraepiteliales que formarian parte del sistema linfoide asociado a

mucosas (GALT) descrito para vertebrados (Georgopoulou & Vernier, 1986).

3.3.1. Ciegos pildricos

Segun Budington & Christofferson (1985) los ciegos piléricos en los
Acipenseriformes constituyen un 6rgano compacto que adquiere una estructura
plana y triangular y que se sitia entre el estbmago y el intestino. Parecen
representar la fusion de numerosos ciegos individuales en un Unico Grgano,
hecho que es corroborado por la existencia de numerosos canales internos que
desembocan en una abertura Gnica que comunica con el intestino. Sus
caracteristicas histolégicas son idénticas a la estructura general descrita para

el intestino.

En los esturiones los ciegos piloricos desempefian las mismas funciones

descritas para los teledsteos (Gawlicka y col., 1995).

3.3.2. Intestino anterior o pilérico

Los enterocitos de esta porcién del intestino parecen estar implicados en la
absorcion de lipidos y amino&cidos, ya que las células columnares poseen
largas microvellosidades y una gran cantidad de vacuolas asi como cuerpos
multivesiculares y lisosomas en diversos grados de funcionamiento (Gawlicka y
col., 1995). En el citoplasma de los enterocitos es frecuente la presencia de
vesiculas de contenido lipoproteico que posiblemente sean el equivalente
morfologico de los cuerpos lipidicos relacionados con la absorcion del

componente graso de la dieta descritos en el tracto intestinal de teledsteos
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(Radaelli y col., 2000). Estas caracteristicas ultraestructurales nos llevan a
pensar que las células columnares del intestino anterior muestran un maximo

de capacidad de absorcion lipidica (Buddington & Christofferson, 1985).

Hacia el final de su longitud, el intestino anterior se curva hasta adoptar una
forma de “S”, hecho que segun Buddington y Christofferson (1985) previene el

reflujo del quimo.

3.3.3. Valvula espiral

Representa entre el 60 y el 70% del canal alimentario post-gastrico y
constituye una adaptacion anatémica al tipo de alimentacion (Buddintong &
Christofferson, 1985). En Acipenseriformes el nimero de vueltas de la valvula
espiral constituye una variacion interespecifica y oscila entre las 4-5 para el
género Scaphirhynchus (Weisel, 1979) y las 6-8 para otros Acipenséridos
(Gisbert y col., 1998; Gisbert & Doroshov, 2003). La organizacion histologica de
la pared de esta region intestinal es una continuacién de la observada en el
intestino anterior, aunque la longitud de los pliegues mucosales es menor en

esta zona.

Gisbert y col. (1998) confirman que la caracteristica diferencial de los
enterocitos de esta region es la presencia en el citoplasma de un gran namero
de vacuolas de pequefio tamafio encargadas de captar proteinas mediante
pinocitosis. Esta habilidad de absorber macromoléculas proteicas que se
conserva a lo largo de toda la vida del animal tiene un sentido nutricional
(Buddington, 1991) y, al igual que en el género Polyodon, puede estar

relacionada con la captacion de antigenos (Petrie-Hanson & Peterman, 2005).
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3.3.4. Recto

El intestino distal o recto es una estructura corta que llega a suponer entre
el 2 y el 3% de la longitud total del tubo digestivo (Budington & Christofferson,
1985) y que se extiende desde el final de la valvula espiral hasta el ano. Segun
Cataldi y col. (2002) en su epitelio estratificado no podemos observar células
ciliadas pero si una gran cantidad de células caliciformes. Las células
epiteliales de esta porcion intestinal tienen unas microvellosidades de menor
tamafio que las de los enterocitos del intestino anterior y la valvula espiral
(Radaelli y col., 2000).

4. CARACTERISTICAS DIGESTIVAS DE PECES

En los animales, el alimento sufre una serie de tratamientos vy
transformaciones diversas a todo lo largo del tubo digestivo que lo preparan
para su utilizacion por el organismo, siendo el material no digerido evacuado
como heces. Este proceso depende del equipamiento enzimatico del pez que
puede variar durante la vida de éste y en funcién de los factores ambientales y
del tipo de régimen alimentario; en esencia, a lo largo del proceso, se
descomponen las macromoléculas alimentarias en subunidades estructurales
basicas (Hepher, 1988).

Los estudios realizados hasta ahora muestran una amplia convergencia
entre las actividades digestivas en los peces 0seos adultos y las existentes en
los vertebrados superiores, 10 que sugiere que el equipamiento enzimatico es,
en gran parte, analogo (Smith, 1980). Como ya se comentd en apartados
anteriores, la anatomia del canal digestivo en las distintas especies de peces
exhibe diferencias segun se trate de la digestion en peces con o sin estbmago.
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En las especies carentes de estbmago (como por ejemplo la carpa) no
existe secreciéon ni de HCI ni de pepsinégeno para la digestién proteica, hecho
que si se da en peces con estobmago. En aquellas solo tiene lugar el
desdoblamiento proteico mediante enzimas tripsicos, y la totalidad de la
digestién se desarrolla en una zona de ambiente neutro a alcalino (por lo
comun pH de 6,5) (Tabla 2).

LUGAR DE LUGAR DE
MACRONUTRIENTE ENZIMA DIGESTIVO SINTESIS ACCION
Carbohidrasas
CARBOHIDRATOS Amilasa 'Pancrea.s Intestino
. Estémago/Ciegos . .
Quitinasa o Estémago/Intestino
piléricos
Lipasas/esterasas
LiPIDOS Lipasa P:fmcreas Intest!no
Esterasa Pancreas Intestino
Fosfolipasa Pancreas Intestino
Proteinasas/Peptidasas
Pepsina Estomago Estbmago
PROTEINAS Tripsina Intestino Intestino
Quimiotripsina Intestino Intestino
Peptidasas Pancreas/Intestino Intestino

Tabla 2: Principales enzimas digestivos en el tracto gastrointestinal de peces (FAO,
1980).

4.1.La digestion en la bocay el eséfago

Tras muchos estudios sobre la funcion y composicion de las
mucosustancias presentes en las células mucosas de la cavidad orofaringea de
los peces se ha conseguido demostrar en algunas especies la presencia de
actividad para algunos enzimas digestivos (Smith, 1980). En cambio en el
esofago, las células mucosas no presentan actividad enzimatica de ningun tipo,
pero si que existen datos sobre la presencia de células glandulares similares a

las gastricas en la porcidn posterior del esofago de algunos peces.
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4.2.La digestion en el estbmago

4.2.1. Secrecion de acido:

En el estbmago de los peces hay usualmente una secrecion de &acido
clorhidrico que disminuye el pH. En peces, como ya hemos comentado y a
diferencia de los mamiferos, las mismas células secretan HCl| y enzimas

digestivos.

La secrecion de HCI aumenta considerablemente tras la comida, aunque
puede haber cierta secrecion incluso en peces con estdbmagos vacios o peces

en ayunas.

En los peces agastros no existe secrecion acida, por lo que el pH del tracto
digestivo es neutro o ligeramente basico. En estos peces el pH del intestino
esta probablemente asociado con la secrecion biliar, que es neutra o0

ligeramente basica.

4.2.2. Enzimas proteoliticos:

En numerosas especies se ha detectado una importante actividad
proteolitica en el estbmago que adquiere su 6ptimo a pH &cido (Creac’h, 1963).
Las diferentes células glandulares del estbmago secretan proteasas y acido
clorhidrico (Ostos Garrido y col. 1993; Zambonino Infante & Cahu, 2001;
Albrecht y col., 2001; Diaz y col., 2003). Hepher (1988) describe la presencia
de una especie de pepsina con una mayor actividad proteolitica y afinidad que
su equivalente en mamiferos. El pH 6ptimo de actuacion de este enzima varia
entre las especies; por ejemplo, se sitla entre 3 y 4 para las especies de peces
gato del género Ictalurus, para la trucha arco-iris es de 3,5 y alrededor de 2

para algunos peces planos marinos.
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4.2.3. Enzimas no proteoliticos:

También existen datos de la presencia de carbohidrasas en el tracto
gastrico de los peces, aunque con niveles mas altos en peces omnivoros y

herbivoros que en carnivoros (Urea Ramos, 1996).

Vegas-Vélez (1972) sefiala la presencia de una a-amilasa en extractos
estomacales de un cierto nimero de tele6ésteos marinos. Ademas se han

detectado actividades esterasicas en trucha arco iris (Smith, 1980).

Algunos peces presentan actividades quitinoliticas en su estbmago; a saber,
salmonidos (Lindsay, 1985), el bacalao (Danulat & Kausch, 1984), la raya
(Fange y col., 1978), etc. El pH 6ptimo para la actividad quitindsica se sitla
entre 4,5y 5,1. A pH mas acido, entre 2 y 3, la actividad es aun relativamente
elevada. Su presencia puede tener una cierta importancia en peces que se
alimentan preferentemente de crustaceos e insectos. La funcién primaria del
enzima podria consistir en la ruptura del exoesqueleto de la presa para facilitar
el ataque enzimatico a los tejidos internos y prevenir, ademds, el posible
bloqueo del tracto digestivo por pedazos de caparazon (Hidalgo & Alliot, 1986).

4.3.La digestién en el intestino y los ciegos pildricos

La digestion en el intestino tiene lugar gracias a la accion de distintos
productos secretados bien por la pared intestinal o bien por glandulas anejas
(pancreas e higado). El pancreas vierte al intestino diversos enzimas
digestivos: proteasas, carbohidrasas y lipasas. La bilis procedente del higado
aporta principalmente las sales biliares, compuestos tensioactivos capaces de
emulsionar los lipidos y que por lo tanto, facilitan la accién de la lipasa en la

digestion de las grasas.
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Tanto en los peces con estbmago como en los agastros, el pH del fluido
intestinal es aproximadamente neutro o alcalino (Hidalgo & Alliot, 1986).
Generalmente el pH se aproxima a la neutralidad en la parte anterior del
intestino y se hace algo basico en la parte posterior. Es probable que, al igual
que en mamiferos, el jugo pancreatico contenga bicarbonatos que neutralicen

las secreciones &cidas gastricas.
Como hemos comentado en el punto anterior, en la digestion intestinal del
alimento en peces intervienen enzimas de origenes diversos; por esto se hace

necesario un analisis separado de cada una de ellas:

4.3.1. Enzimas de origen pancreatico:

La presencia en la mayoria de los peces 6seos de un pancreas difuso hace
dificil el estudio de sus secreciones, pero podemos distinguir tres tipos de

actividades enzimaticas:

A. Proteasas:

e Tripsina: Es una endopeptidasa que cataliza la hidrdlisis de las uniones
peptidicas en las que el grupo carbonilo pertenece a la lisina o arginina. Su
pH 6ptimo es siempre ligeramente basico aunque varia entre las diferentes
especies, desde 7,5 en Mugil cephalus (Guizani y col., 1991) hasta 9 en
Engraullis encrasicholus (Martinez y col., 1988). Hepher (1988) muestra que
la actividad tripsica en peces carnivoros es cuatro veces mas alta que la de
la quimiotripsina, sucediendo lo contrario en omnivoros y herbivoros.

e Quimiotripsina: Se forma como consecuencia de la accion de la tripsina

sobre el quimiotripsindgeno. Cataliza la hidrélisis de los enlaces peptidicos
en los que estén implicados aminoacidos aromaticos como la tirosina, el

triptéfano y la fenilalanina. Su pH Optimo varia entre las especies, por
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ejemplo es de 7,8 para un pez omnivoro (Clarias gariepinus) y oscila entre
7,5y 9 en la anguila japonesa (Anguilla japonica).

e Elastasa: No se encuentra en todas las especies, y es un enzima
especialmente activo frente a los enlaces peptidicos de la elastina
(Yoshinaka y col., 1982).

e Carboxipeptidasas: Son exopeptidasas que catalizan la hidrdlisis del enlace

peptidico C-terminal. La Carboxipeptidasa-A hidroliza casi todos los tipos de
enlaces peptidicos con grupo carboxilico terminal, mientras que la B separa

sélo los restos de arginina o de lisina C-terminales.

B. Carbohidrasas:

A pesar de que siempre se ha considerado a los peces como animales poco
aptos para la digestion de polisacéaridos, la mayoria de las especies estudiadas
poseen un aparato enzimatico para la hidrélisis y absorcién de carbohidratos
(simples o complejos). Por otra parte, la digestion y la absorcion de
carbohidratos parecen llevarse a cabo mediante las mismas rutas metabdlicas
en los peces herbivoros, omnivoros y carnivoros. La digestion de los
polisacéaridos se inicia por la accién de las endoglucosidasas, mientras que
tanto los disacaridos como los oligosacaridos son hidrolizados en sus
monosacaridos constituyentes mediante varios enzimas de la membrana del
borde en cepillo de los enterocitos. El proceso de digestion continla en el
interior de los enterocitos, donde existen enzimas con actividad disacaridasa
(Krogdahl, y col., 2005).

e a- Amilasa: Tras diferentes experimentos (Hidalgo y col., 1999; Alarcon y
col., 2001) se ha puesto de manifiesto la presencia de una actividad
hidrolitica frente al almidén en extractos pancreaticos y en extractos
procedentes de los ciegos piloricos de peces. Esta actividad se debe a la

actividad a-amilasica, cuyas caracteristicas difieren entre las especies en
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cuanto al pH 6ptimo de actuacion y su estabilidad térmica. La a- Amilasa
hidroliza los enlaces glucosidicos a (1-4) de las moléculas de almidon y
moléculas similares, para producir oligosacaridos. Fernandez y col., (2001),
en un estudio en seis especies de Esparidos mediterraneos, han
demostrado que el pH 6ptimo de actuacion de la amilasa se sitla entre 4 'y
9, pero todas muestran mas de un pico de actividad y algunas presentan
dos isoformas del enzima. Aunque se ha demostrado la presencia de este
enzima en diferentes porciones del sistema digestivo de peces, las mayores
actividades se miden en el pancreas exocrino (Yardley & Wild, 1991).

Quitinasa: Su actividad puede demostrarse en el sistema digestivo de
muchos peces, concretamente en el quimo presente a lo largo del canal
gastrointestinal y en homogenados intestinales, dandose las mayores
concentraciones en el estobmago y los ciegos piléricos (Krogdahl y col.,
2005). Fange, Lundblad, Lind y Slettengren (1979) demostraron la sintesis

de quitinasa en el pancreas del holocéfalo agastro Chimaera monstruosa.

C. Lipasas:

La hidrélisis enzimética de los triglicéridos ha sido relativamente poco

estudiada en peces, probablemente debido tanto a las iniciales dificultades

encontradas en la puesta a punto del protocolo de aislamiento del enzima

responsable, como al hecho de que en la mayoria de estos animales las

células pancreéticas exocrinas no se encuentran reunidas en un Organo

compacto, sino diseminadas en el tejido adiposo intercecal o en el llamado

hepato-pancreas (Caceci, 1984).

Tengjaroenkul y col. (2000) confirman que la actividad de este enzima, que

suele concentrarse en la primera region del intestino, es menor en peces

herbivoros que en omnivoros y carnivoros.
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4.3.2. Enzimas intestinales:

Como ya hemos comentado, una gran parte de las actividades enzimaticas
descubiertas en el fluido intestinal de peces son de procedencia pancreatica.
Las células de borde en cepillo del epitelio intestinal parecen producir enzimas
tales como aminopeptidasas, di y tripeptidasas, nucleosidadas,
polinucleotidasas, lipasas y otras esterasas (Fraise y col., 1981). Asi mismo se
han hecho patentes actividades del tipo de la amilasa, maltasa, isomaltasa,
trealasa y sacarasa en el intestino de los peces (Kapoor y col., 1975). Algunos
enzimas intestinales son de origen intracelular y estan presentes en la luz del
tubo intestinal por descamacion del epitelio; otros pueden ser extracelulares

pero estar anclados a las membranas de los enterocitos.
4.4.0tros enzimas digestivas

La presencia de fosfatasas en el aparato digestivo de peces ha sido puesta
de manifiesto por numerosos autores (Goel & Sastry, 1973; Gonzalez de
Canales & Sarasquete, 1987; Diaz y col., 1997; Ribeiro y col., 1999; Martinez y
col., 1999; Gawlicka y col., 2000; Kim y col., 2001).

La fosfatasa alcalina y las mucosustancias neutras producidas por las
células caliciformes ocupan los mismos lugares en areas de absorcidén activas
como el intestino (Weinreb & Bilstad, 1955). Segun Moog y Wenger (1952) las
mucosustancias neutras observadas en la superficie externa de los enterocitos
en Anguilla anguilla, Mugil saliens y Sparus aurata (Gutiérrez y col., 1986; Elbal
& Agulleiro, 1986) se combinan con la fosfatasa alcalina y juntas participan en
la digestion en el estdbmago e intestino anterior (Ham & Leeson, 1965), asi
como en la lubricacion del material fecal en el intestino posterior (Gisbert y col.,
1998).
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Diaz y col. (1997) en un estudio en tres especies de peces (Dicentrarchus
labrax, Sparus aurata y Stizostedion lucioperca) proponen que la fosfatasa

acida interviene en el metabolismo lipidico.

5. CARACTERISTICAS DIGESTIVAS DE ACIPENSERIFORMES

A pesar de la escasez de estudios referentes a las capacidades digestivas
de Acipenseriformes, diferentes trabajos preliminares han puesto de manifiesto
el enorme parecido con los peces teledsteos. Partiendo de la base de las
semejanzas estructurales y anatomicas del canal alimentario a lo largo del
grupo de los Acipenséridos, pueden inferirse una serie de caracteres comunes

a la mayoria de las especies de esturiones.

En los Acipenseriformes el proceso de digestion quimica se inicia en el
estbmago glandular como consecuencia de los bajos valores de pH en el
compartimento géastrico (entre 3y 4) y la interaccién del alimento con la pepsina
(Budington, 1985; Buddington & Doroshov, 1985). En la porcién gastrica del
esturiobn blanco, Acipenser transmontanus, se ha conseguido demostrar la
presencia de enzimas no proteoliticos, como la lipasa y la amilasa, que
normalmente suelen estar asociados a la porcion intestinal, pero ni su origen ni
sus actividades digestivas bajo un ambiente acido son conocidos (Buddington
& Christofferson, 1985; Gawlicka y col.,, 1995). Estudios posteriores
confirmaron ademas que las concentraciones de lipasa en el compartimento
gastrico del esturidn blanco son menores que aquellas medidas en el intestino
anterior y valvula espiral, donde presentan valores similares (Buddington &
Doroshov, 1986).

El canal alimentario post-gastrico es la region mas importante del tracto

gastrointestinal, tanto a nivel digestivo como para la absorcién de nutrientes, en

57



José Ignacio Llorente Lopez

particular la valvula espiral (Buddington, 1983). El pH del tracto intestinal es
alcalino (7,9 en el intestino y 8,27 en la valvula espiral segin Buddington &
Doroshov, 1985) y la diversidad de enzimas digestivos aumenta. Los enzimas
que predominan a estos niveles son los que sitian sus actividades Optimas a

pH basico, esto es:

e Tripsina

e Quimiotripsina

e Carboxipeptidasa A
e Carboxipeptidasa B

Las actividades de Carboxipeptidasa B y de tripsina son similares y mas
altas que las de Carboxipeptidasa A y quimiotripsina que también son similares,
por lo que puede sugerirse una especie de colaboracién entre endo y
exoproteasas a lo largo del canal digestivo post-pilorico de esturiones, de forma
similar a lo descrito para vertebrados superiores (Buddington & Doroshov,
1986) (Tabla 3).

Buddington & Diamond (1987) sefalan la presencia de enzimas
disacaridasas y dipeptidasas en la membrana del borde en cepillo de las
células del epitelio de los ciegos piloricos, por lo que sugieren una cierta
capacidad hidrolitica para esta porcién intestinal.

El predominio de las proteasas sobre las carbohidrasas en las secreciones
del tracto digestivo del esturion sugiere una adaptacion a regimenes
alimenticios con altos niveles proteicos y bajos de carbohidratos (Gawlicka y
col., 1995).
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ESTOMAGO INTESTINO \I/Elbéll_:’\l/lgkf
pH 4,62 u/mgP 7,92 umg P 8,27 uimg P
PROTEASAS
Pepsina 25,9 UmgP Trazas 58 u/mgP
Tripsina 7,0 Umg P 274,7 Uimg P 279,8 Umg P
Quimiotripsina 0,12 uimgP 1,23 Uimg P 1,78 uimg P
Elastasa 0,06 U/mg P 2,96 U/mg P 4,60 U/mg P
Carboxipeptidasa A 0 U/mg P 0,25 uimg P 0,29 U/mg P
Carboxipeptidasa B 0 U/mg P 0,99 uimg P 0,76 UImg P
LEU-aminopeptidasa 0 U/mg P 4,95 U/mg P 15,83 u/mg P
Amilasa 0,20 U/Img P 0,01 u/imgP 0,17 uimg P
Lipasa 0,53 uimg P 0,67 Uimg P 0,69 U/mg P
Fosfatasa alcalina 0 U/mg P 0,06 u/mg P 0,11 u/mgP

U/mg P.=: Unidades por mg de Proteina

Tabla 3: Complemento enzimatico del esturion blanco, Acipenser transmontanus
(Buddington & Doroshov, 1986)

El intestino del esturion blanco (A. transmontanus) es el compartimento
digestivo que presenta las tasas mas altas de absorcidon de hidratos de carbono
y aminoacidos (Buddington & Doroshov, 1986), hecho que coincide con el
aumento de superficie por unidad de longitud proporcionada por los pliegues de
la valvula espiral (Gawlicka y col.., 1995; Gisbert y col.., 1998). De forma similar
al resto de los peces, en el intestino de los Acipenseriformes es posible
demostrar la presencia de otras actividades enzimaticas, como la de la

elastasa, aunque a muy bajos niveles (Buddington & Christofferson, 1985).

También se ha detectado la presencia de fosfatasa alcalina en el canal

digestivo post-gastrico de los esturiones (Buddington & Doroshov, 1986;
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Gawlicka y col.., 1995). Este enzima puede estar asociado con el borde en
cepillo de los enterocitos o localizarse intracelularmente y parece estar
relacionada con los procesos de absorcion de nutrientes (Gisbert y col., 1999).
Las tasas de absorcion de nutrientes en intestino y la valvula espiral se
corresponden con la distribucion de la fosfatasa alcalina (Buddington &
Diamond, 1985).

6. ABSORCION DE NUTRIENTES EN PECES

Los mecanismos de absorcion de nutrientes han sido bien caracterizados
en varias especies de peces, especialmente en los peces omnivoros y los
herbivoros (Ferraris & Ahearn, 1984; Collie & Ferraris, 1995). Existen ciertos
datos para la anguila europea, Anguila anguila (Storelli y col.., 1989), lubina,
Dicentrarchus labrax (Balocco y col., 1993) y algunos salmonidos como la
trucha de arco-iris, Oncorhynchus mykiss (Buddington y col., 1987; Buddington
& Diamond, 1987) y Oncorhynchus kisutch (Collie, 1985).

6.1. Absorcién de carbohidratos

En términos generales podemos afirmar que la absorcion intestinal de
azUcares en peces herbivoros y omnivoros es mucho mas alta que en carnivoros.
Ademas, mientras que tanto los animales omnivoros como los herbivoros son
capaces de regular el transporte intestinal de azucar en funciéon del nivel de
carbohidratos de la dieta, los carnivoros carecen aparentemente de esta
capacidad (Collie & Ferraris, 1995).

La absorcién de glucosa en las células epiteliales intestinales de peces tiene

lugar a nivel del borde en cepillo mediante un sistema de simporte dependiente
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de Na* parecido al de los mamiferos (Boge, 1982; Krogdahl y col., 2005) (Tabla

4).
TIPO DE SEGMENTO ;
ESPECIE  , |MENTAGION INTESTINAL TRANSPORTE ESTEQUIOMETRIA
IA
Tilapia HERBIVORO 1A Asociado al Na+ 1Na'*/1gluc
P
P
; 1A 1Na'/1gluc
Anguila CARNIVORO Asociado al Na+ J
IA 2Na'/1gluc
CP 1Na'/1gluc
Pez roca CARNIVORO Asociado al Na+ J
IA 2Na‘/1gluc

IA = Intestino anterior; IP = Intestino posterior; CP = Ciegos pil6ricos

Tabla 4: Sistemas de transporte y parametros estequiométricos para la D-glucosa en el

intestino de tres especies de peces. Modificado de Ahearn & Storelli (1994).

6.2. Absorcion de aminoacidos y proteinas

El proceso de absorcion de aminoacidos en peces ocurre a nivel de la

membrana del borde en cepillo de los enterocitos y se lleva a cabo por

transporte pasivo, aunque en algunos casos se ha demostrado la existencia de

un proceso activo (Tabla 5). Storelli y col. (1989), en un estudio sobre el

intestino de la anguila, detectaron 4 sistemas Na'-dependientes para el

transporte de aminoacidos:

- Un sistema exclusivo para los aminoacidos cationicos lisina y arginina;

- otro para los amino&cidos anionicos, acido aspartico y acido glutamico;
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- un tercer sistema para prolina y aminoacidos N-metilados;

-y un cuarto sistema que acepta un amplio rango de aminoacidos

neutros como alanina, cisteina, glicina y serina.

< DEPENDENCIA DEL Kt JMax
AMINOACIDO Na* (nM) (nmol/mg Prot/min)
ALANINA Sli 1,29+0,14
ALANINA NO 0,59+0,06 3,61+0,17
GLICINA Si 7,33+0,41 1,49+0,49
GLICINA NO 1,41+0,37 17,69+0,21
GLUTAMINA Sli 0,79+0,12 1,77+0,09
LISINA Sli 0,16+0,01 2,61+0,31
LISINA NO 0,24+0,02 5,00+0,20
FENILALANINA Sli 3,00+0,03
PROLINA Sli 0,23+0,04 7,96+0,87

Tabla 5: Sistemas de transporte y parametros cinéticos de algunos aminoacidos en
intestino anterior de anguila. K; = Constante de saturacién media; Jy.x = Velocidad de

flujo interno maximo. Modificado de Velandia Romero (1997).

Los péptidos son captados por un transportador acoplado a protones
(Thamotharan y col., 1996; Maffia y col., 1997). Existe ademas otro sistema
de transportadores en la membrana basolateral de los enterocitos que
conducen los nutrientes desde el interior de la célula al espacio intercelular
(Collie & Ferraris, 1995).

Otro aspecto interesante referente a la absorcion de los compuestos
nitrogenados de la dieta es la absorcion de proteinas macromoleculares que no
ha sufrido digestién previa y que pasan al torrente sanguineo tras un proceso
de hidrdlisis intracelular (Nose, 1989). En determinadas regiones del tracto
digestivo de la mayoria de los peces existen células epiteliales especializadas en

la absorcion de nutrientes que poseen la capacidad de absorber proteinas
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intactas no hidrolizadas y biolégicamente activas. Estas células se localizan en
las regiones mas posteriores del intestino y poseen invaginaciones de la
membrana apical y una enorme acumulacion de vesiculas y vacuolas en el
citoplasma apical (Nose, 1989). Las proteinas ingresan en la célula por pinocitosis
y una vez dentro del citoplasma seran degradadas en los lisosomas secundarios
(Nose, 1989).

Aunque la mayoria de proteinas absorbidas son destinadas a digestion
intracelular, una proporcion de ellas logra escapar a esta degradacion y entrar en

contacto con células linfoides de la mucosa intestinal (Dorin y col., 1993).

6.3.Absorcion de grasas

En esencia, los mecanismos de absorcion lipidica son bastante semejantes
en peces y mamiferos, centrdndose las diferencias en el ritmo del proceso y la
eficacia de la maquinaria enzimatica implicada en la sintesis de lipoproteinas
(Diaz y col., 2002).

Los principales componentes lipidicos en las dietas naturales y artificiales
de los salmoénidos son generalmente triacilglicéridos con cantidades mas
pequefias de fosfolipidos y de ésteres de colesterol (Henderson & Tocher,
1987). En mamiferos, la bilis junto con el efecto mecédnico mezclador del
peristaltismo, reduce la grasa ingerida a una fina emulsion de triglicéridos, los
cuales se hidrolizan parcialmente por la lipasa pancreéatica en el lumen
intestinal dando acidos grasos libres y monoglicéridos. Estos productos se
combinan con las sales biliares para formar diminutas micelas de unos 2 nm de
diametro. Cuando estas micelas entran en contacto con las células
absorbentes del intestino, los acidos grasos y los monoglicéridos difunden a
través de la membrana apical (Olsen & Ringg, 1997). Las membranas del

reticulo endoplasmico liso localizado en el citoplasma apical contienen los
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enzimas necesarios para la resintesis de los triglicéridos. Desde aqui, los
triglicéridos en forma de pequefias gotitas lipidicas son transportados al
complejo de Golgi que los convierte en quilomicrones. Estos ultimos son
transportados hasta las membranas basolaterales de los enterocitos, salen al
espacio intercelular, atraviesan la lamina basal del epitelio y acaban en el
interior de los capilares linfaticos de la lamina propia de las vellosidades
intestinales (Tso & Fujimoto, 1991; Thomson y col., 1993) (Figura 9).

En peces 6seos, ademas de las formas lipidicas tipicas observadas en
mamiferos (quilomicrones y VLDL) puede observarse de forma comuan otro tipo
de cuerpo lipidico en los enterocitos, denominado “gotas lipidicas libres”. Estas
no parecen ser intermediarios en la sintesis de lipoproteinas, sino que mas bien
son consideradas formas de almacenamiento temporal de lipidos en los casos
donde el indice de la absorcion excede la sintesis de lipoproteinas (lwai, 1969;
Bergot & Fléchon, 1970; Noaillac-Depeyre & Gas, 1974; Stroband &
Dabrowski, 1979; Watanabe & Sawada, 1985). Aunque tales acumulaciones
raramente se han considerado patoldgicas, las grandes acumulaciones
pueden, sin embargo, dafar la integridad del enterocito y el transporte de
nutrientes (Diaz y col., 2002).
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Figura 9: Representacidon esquematica de los principales eventos que ocurren en las
células epiteliales intestinales durante la absorcién del componente lipidico de la dieta.
REL = Reticulo Endoplasmico Liso; RER = Reticulo Endoplasmico Rugoso. Modificado
de Sirey col. (1981).
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7. DESARROLLO ONTOGENICO DEL TRACTO GASTROINTES-
TINAL EN PECES

En términos generales, los peces se reproducen mediante la emision de
huevos, aunque existen casos de verdadero viviparismo y ovoviviparismo. La
forma tipica de reproduccidén en los peces 0seos consiste en que la hembra
pone los huevos directamente en la columna de agua, donde son fecundados
por los machos y transportados por las corrientes, desarrollandose libremente
sin relacién alguna con la madre que se desentiende enseguida de la puesta
(David & Evans, 1993).

En los peces pueden definirse dos tipos principales de huevos que se
diferencian en funcion de la cantidad de vitelo que poseen. Las Lampreas y los
Dipnoos producen huevos mesoleciticos que siguen un patron de
segmentacion holoblastico, lo que conlleva la formacién de una blastula
esférica, pequefia y excéntrica. El resto de los peces 6seos se reproducen
mediante huevos teloleciticos que se segmentan segun el patréon meroblastico,
por lo que se genera una blastula discoidal y plana que se posiciona entre el

epiblasto y el hipoblasto (Braat y col., 1999).

Los diferentes estadios por los que atraviesa un pez a lo largo de su
desarrollo han recibido una gran cantidad de denominaciones, lo que ha
generado una enorme controversia. Siguiendo los trabajos de Balon (1975 y
1999) podemos distinguir entre dos tipos de especies:

e Especies con desarrollo indirecto que pasan por un periodo de
metamorfosis, como son la anguila y el lenguado.
e Especies con desarrollo directo y que no sufren metamorfosis, como es

el caso de los esturiones.
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En este ultimo grupo de especies puede distinguirse una serie de momentos

clave en su desarrollo, como son:

1. Periodo de embrion: se inicia con la fertilizacion del huevo y concluye en

el momento de la eclosion.

2. Periodo de embrién libre: comienza con la eclosién y concluye con la

primera toma de alimento externo.

3. Periodo juvenil: al inicio de este periodo se establece la alimentacion
exdgena y se expulsa el tapon de melanina. Concluye en el momento de la
maduracion sexual.

4. Periodo adulto.

La duracién del periodo embrionario es muy variable dependiendo
principalmente de la especie de la que se trate, de la cantidad de reservas de
vitelo presentes en el embrion y de la temperatura de mantenimiento (Elbal y
col., 2000) (Tabla 6).

TALLA
@ HUEVO EMBRIONES DURACION DEL PERIODO EMBRIONARIO
(mm) ECLOSION Desde la Fecundacion Desde la Eclosion hasta el inicio de

(mm) hasta la Eclosiéon la alimentacién exégena
SALMON  5,0-6,0 15-25 90 dias (a 10°C) ™ ~3 semanas (a 10°C)
TRUCHA 4,0-5,0 13-15 40 dias (a 10°C) @ =3 semanas (a 10°C)
DORADA  0,9-1,1 3,5-4,0 3 dias (a 19°C) @ 3 dias (a 19°C)
LUBINA 1,2-1,4 7,0-8,0 2 dias (a 19°C) @ 3 dias (a 19°C)

@ Henry y col.; 1998; @: Martinez y col.; 2003; ©: Kamac! y col.; 2005; ®: Garcia Hernandez y col.; 2001.

Tabla 6: Principales caracteristicas de los huevos y embriones libres de varias especies

de peces. Modificado de Garcia-Alcazar (2000).
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A efectos practicos, Dabrowski (1982) establecio tres categorias de peces

considerando los principales eventos que tienen lugar durante la evolucion y

desarrollo de su sistema digestivo:

En un primer grupo consideré a los salmoénidos y algunos ciclidos. Estos
se caracterizan por la emision de un numero relativamente reducido de
huevos de gran tamafio con un gran volumen de reservas nutritivas que
permiten un periodo de incubacion mas dilatado en el tiempo. Un
desarrollo de este tipo determina que al inicio de la alimentacién
exdgena los animales posean ya un estomago bien desarrollado y
ademas funcional (Gréfica 1).

Se engloban dentro del segundo grupo a la mayoria de los peces
marinos que emiten un numero considerable de huevos de pequefio
tamafio, con una reducida reserva vitelina y periodos de incubacion muy
cortos. Tras la eclosion aparece un embribn muy pequefio, poco
desarrollado y con escasas reservas nutritivas internas (Gréfica 1). Por
consiguiente, la alimentacion exdgena se inicia muy pronto, incluso
antes de que se produzca el total desarrollo de los sistemas sensoriales
y digestivos implicados en la localizacién, captura y utilizacién del
alimento (Lauff & Hoffer, 1984).

En el tercer grupo, se incluyen los peces que permanecen sin estdmago
a lo largo de toda su vida, como son los Ciprinidos, siendo o mas comun
durante su desarrollo embrionario el notable incremento de la longitud

del intestino.

68



Introduccién
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DPF: Dias post-fecundacion

Grupo |: Especies con periodos de incubacion largos; Grupo Il: Especies con periodos de incubacién cortos

Gréfica 1: Comparacion entre los principales eventos que tienen lugar en el sistema
digestivo durante el desarrollo embrionario de varias especies de peces. (a: Elbal, 2000;
b: Gisbert y col., 1998; c: Cuvier-Péres & Kestemont, 2001; d: Sarasquete y col.., 1998; e:
Calzaday col., 1998; f: Garcia Hernandez y col., 2001)

En las ultimas décadas se ha producido un incremento en el interés sobre el
desarrollo ontogénico de los peces y en particular sobre el del tracto digestivo
(Loeve & Eckmann, 1988; Buddington, 1991; Boulhic & Gabaudan, 1992;
Sarasquete y col., 1995; Bisbal & Bengston, 1995; Calzada y col., 1998; Ribeiro
y col., 1999; Boglione y col., 1999; Gallagher y col., 2000; Crespo y col., 2001).

Al igual que entre los adultos, existen notables diferencias entre la anatomia

del tracto digestivo de embriones de las distintas especies de peces 0seos; sin

embargo, de manera general, podemos caracterizar diferentes fases en el

69



José Ignacio Llorente Lopez

desarrollo del tracto digestivo embrionario en relacibn con el tipo de

alimentacion que tiene el embridn en cada momento (Tabla 7).

FASE DE DESARROLLO PERIODO DE ALIMENTACION

EMBRION

Lecitotrofico o de Alimentacion endégena

EMBRION LIBRE

Lecito-Exotréfico o de Alimentacién mixta

JUVENIL
Periodo Exotréfico o de Alimentacion
ADULTA exclusivamente exdgena
SENESCENTE

Tabla 7: Fases del desarrollo del tracto digestivo en relacion con el tipo de alimentacion.
Modificado de Elbal (2000).

7.1.Periodo Lecitotrofico

Se inicia con la fertilizaciéon del huevo y concluye en el momento de la
primera alimentacién exégena, por lo que durante este periodo el animal se

nutre exclusivamente de sus reservas nutritivas internas (vitelo).

En el momento de la eclosion, los embriones poseen un gran saco vitelino
gue ocupa casi la mitad del cuerpo y se dispone en posicion ventral. Algunas
especies presentan un tracto digestivo indiferenciado, mientras que en otras
esta representado por un tubo recto que ocupa los dos tercios corporales y que
esta recubierto por un epitelio plano simple cuyas células presentan un aspecto

indiferenciado, observandose en algunas ocasiones células ciliadas (Elbal,

70



Introduccién

2000). A menudo, como ocurre en la dorada, lubina o el rodaballo, no se ha
producido la apertura de la boca ni el ano, no existen pliegues intestinales y no
aparece tejido conjuntivo ni muscular asociado al tubo digestivo (Garcia

Hernandez y col., 2001).

Hacia el final de este periodo se produce la apertura del ano y una
diferenciacion zonal del tracto digestivo que conlleva la aparicion de un

esofago, un primordio gastrico y un intestino.

El es6fago esta constituido por un corto conducto tapizado por un epitelio
estratificado cubico, cuyas células presentan un contorno irregular. En su
citoplasma pueden observarse ademas de mitocondrias de matriz clara y
crestas irregulares, una gran cantidad de ribosomas libres, cisternas de RER,
un complejo de Golgi localizado en posicion supranuclear y algunos
tonofilamentos (Elbal y col., 2004).

En las especies que desarrollan estomago, el primordio gastrico esti
tapizado inicialmente por un epitelio cubico simple con microvellosidades
apicales, presentando las porciones laterales de la membrana celular una gran
cantidad de interdigitaciones con espacios intercelulares dilatados (Garcia

Hernandez y col., 2001).

El intestino esta tapizado por un epitelio cilindrico simple cuyas células
poseen un borde en cepillo bien desarrollado y un ndcleo central donde es
evidente un gran nucleolo. En el citoplasma es de destacar la presencia de
ribosomas libres y grandes mitocondrias pleomoérficas que se asocian a
estructuras lamelares en la region basal (Garcia Herndndez y col.,, 2001).
Pueden observarse también largas cisternas del RER, lisosomas de tamafio

variable y pequefas vesiculas endociticas en las zonas apicales. También aqui
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es frecuente la presencia de grandes espacios intercelulares entre los

enterocitos.

Generalmente, en los embriones de peces el higado se desarrolla pronto ya
que esta implicado en la resorcion de la vesicula vitelina. Fishelson & Becker
(2001) confirman que en la carpa, durante el inicio del periodo lecitotrofico, los
hepatocitos, aunque inmaduros, se encuentran presentes como células de
aspecto ovalado y contorno irregular que poseen una pequefia cantidad de
citoplasma rodeando al nucleo de aspecto irregular. Dicho citoplasma es
granulado, con pocas mitocondrias, reticulo endopladsmico rugoso Yy
desmosomas en las porciones laterales que conectan las células vecinas.
Hacia el final del periodo de alimentacion endogena los hepatocitos adoptan
caracteristicas ultraestructurales y funcionales similares a las de ejemplares

adultos.

Debido a su destacado papel en la sintesis y secrecién de un gran namero
de enzimas digestivos, el pancreas exocrino en los peces se diferencia durante
los primeros dias de vida (Zambonino Infante & Cahu, 2001). En la carpa,
Cyprinus carpio, Fishelson & Becker (2001) confirman que alrededor del dia 3
después de la eclosion puede localizarse cierta cantidad de tejido pancreético
en posicion dorsal al intestino. En este momento las células pancreaticas tienen
un aspecto similar al de los hepatocitos inmaduros aunque poseen un menor
tamafio. Durante el periodo lecitotréfico el tejido pancreéatico adquiere su
estructura acinar tipica, con células que poseen gran cantidad de reticulo
endoplasmico rugoso en el polo basal y granulos de zimogeno en posicion
apical (Bisbal & Bengston, 1995; Gisbert y col., 1998).
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7.2.Periodo Lecito-Exotréfico

La introduccién del alimento exdgeno marca el inicio de este periodo,
durante el cual los animales presentan un tipo de alimentacion mixta, pues
ingieren tanto alimento exdgeno como los restos de vitelo que aun poseen.
Para que los peces inicien la alimentacibn exdgena se requiere un corto
periodo de adaptacion que oscila entre 1 y 4 dias segun la especie, incluso
aungue la boca sea funcional (Zambonino Infante & Cahu, 2001). Se ha
definido el “punto de no retorno” como el momento en el cual los embriones
libres que no han ingerido alimento exdgeno pierden la capacidad de
alimentarse y la flotabilidad, muriendo en un corto espacio de tiempo.

La aparicion de las glandulas gastricas constituye uno de los principales
eventos en la diferenciacion del estbmago en peces y segun Kolkowski (2001)
indica el momento en el que los animales abandonan el periodo embrionario y
poseen un sistema digestivo funcional capaz de digerir y absorber el alimento
exdgeno. Sin embargo, la presencia de glandulas no determina la funcionalidad
completa del estbmago (Douglas y col., 1999), ya que la pepsina es secretada
en forma de pepsindgeno, que gracias al ambiente acido existente en el
estbmago se transformarad en la forma activa del enzima, por lo que en
ausencia de una secrecion capaz de disminuir el pH gastrico el enzima no sera
funcional. Redundando en lo anterior, Dabrowski (1982) propuso que la
duracion del periodo de alimentacién mixta en las especies que presentan un
desarrollo géstrico precoz, como los salménidos y otras especies de agua
dulce, es menor que en las especies con un desarrollo gastrico tardio (la
mayoria de las especies marinas). En Perca fluviatilis, las actividades
proteoliticas en medio acido asociadas a la presencia de glandulas gastricas
aparecen a partir del dia 29 después de la eclosion (Cuvier Peres & Kestemont,
2002), mientras que en la lubina este proceso se da mucho mas tarde en el

tiempo, alrededor de los 50-60 dias después de la eclosion (Elbal y col., 2004).
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Las células glandulares inmaduras se caracterizan por la presencia en su
citoplasma apical de una gran cantidad de vesiculas claras y ribosomas libres.
Con el crecimiento del animal estas células desarrollaran una importante red
tubulo-vesicular apical, apareceran granulos de zimégeno y se incrementara el
namero de crestas y la densidad de la matriz de las mitocondrias (Calzada y
col., 1998). Paralelamente a la formacion de las glandulas gastrica se produce
una diferenciacion de las células epiteliales del estbmago apareciendo en su

citoplasma supranuclear granulos de contenido mucoso (Yufera y col., 2004).

Durante esta fase tiene lugar un aumento en la longitud intestinal que
produce un aumento de la superficie de absorcion. Ademas, los enterocitos
adquieren caracteristicas semejantes a células absorbentes maduras;
desaparecen los grandes espacios grandes intercelulares y acaban por
diferenciarse tanto el complejo de Golgi como el reticulo endoplasmico,
situdndose éste Ultimo en la porcion basal de los enterocitos. Estas estructuras
estan relacionadas con el transporte de nutrientes (Gallagher y col., 2001).
Durante esta fase es frecuente encontrar en los enterocitos de algunas
especies de peces tres tipos de inclusiones lipidicas. El primer tipo esta
integrado por una serie de particulas lipidicas con tamafo variable que se
localizan preferentemente en la zona basal de las células epiteliales
intestinales. El segundo grupo lo conforman las pequefas particulas lipidicas
situadas tanto en vesiculas del complejo de Golgi como en los espacios
intercelulares basolaterales (Diaz y col., 2002). Estas particulas lipidicas son
similares a las proteinas de muy baja densidad (VLDL) sintetizadas a partir de
las reservas lipidicas del vitelo durante el proceso de reabsorcién del saco
vitelino y que se almacenan en el intestino (Sire & Vernier, 1979; Calzada y
col., 1998; Garcia-Hernandez y col., 2001).

En el momento de la primera alimentacion exdégena, las concentraciones de

enzimas intestinales y pancreaticos son generalmente bajas e incluso en
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algunas especies es Iimposible detectar la actividad de la tripsina,
aminopeptidasa o fosfatasa alcalina (Segner y col., 1987). No obstante en otras
como la dorada, los enzimas anteriores son patentes a los 3-4 dias post-
eclosion. Ribeiro y col. (1999) propusieron un patron caracteristico de
crecimiento de actividades enzimaticas digestivas para embriones de Solea
senegalensis durante el desarrollo. A lo largo de los primeros diez dias post-
eclosion se produce un aumento generalizado de la mayoria de los enzimas
digestivos, seguido por un descenso; desde el dia 21 al 27 dia post-eclosion,
se observa un gran aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina, lo que
indica el desarrollo del borde en cepillo de los enterocitos. Este ultimo hecho
esta sincronizado con el descenso en las concentraciones de enzimas

citosolicos.

Algunos autores han sugerido que los embriones de peces utilizan enzimas
propios de las presas de las que se alimentan, proceso mediante el cual se
facilita la digestion del alimento en fases en las que el canal alimentario no se
encuentra aun completamente diferenciado (Jancarik, 1964; Kolkowsky y col.,
1993).

7.3.Periodo Exotroéfico

El periodo de alimentacion exclusivamente exdgena tiene su inicio cuando
el vitelo esta completamente reabsorbido y se prolongara durante el resto de la
vida del animal. Concluye el proceso de diferenciacion intestinal con la
aparicion de pliegues mucosales y la proliferacion de células caliciformes.
Durante el transcurso de la vida del animal las grandes gotas lipidicas libres de
los enterocitos del intestino anterior desapareceran, movilizandose las grasas

en forma de quilomicrones (Diaz y col., 1999).
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Como comentamos en el apartado anterior, al inicio del periodo exotréfico el
estbmago posee unas caracteristicas histologicas, ultraestructurales vy

funcionales muy similares a las de ejemplares adultos.

Uno de los rasgos mas significativos, comun a todas las especies
estudiadas, es la aparicion de vacuolas y vesiculas supranucleares
relacionadas con la toma de proteinas por pinocitosis en los enterocitos del
intestino posterior (Nose, 1989). En estas células destaca el gran desarrollo del
reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi, asi como la presencia de una gran
cantidad de lisosomas, caracteristicas ultraestructurales que reflejan la
capacidad de los enterocitos de dicha region intestinal para incorporar
proteinas mediante procesos de pinocitosis y realizar una digestion intracelular
(Smith, 1980). En algunas especies, las vacuolas y vesiculas supranucleares
desaparecen gradualmente cuando las glandulas gastricas se hacen
funcionales; sin embargo, en otras especies estas vacuolas persisten durante

toda la vida adulta (Deplano y col., 1991).

8. DESARROLLO ONTOGENICO DEL TRACTO GASTROINTES-
TINAL EN ACIPENSERIFORMES

Los huevos de esturion se desarrollan segun el patron holoblastico de
crecimiento y el saco vitelino intraembrionario participa directamente en la
formacién del canal alimentario (Gisbert y col., 1998). El desarrollo del sistema
digestivo ha sido estudiado en Acipenser gueldnestaedti (Dettlaf y col., 1993),
Acipenser transmontanus (Gawlicka y col., 1995), Acipenser baerii (Gisbert y
col., 1998, 1999) y en Acipenser medirostris (Gisbert & Doroshov, 2003).

Diferentes autores han defendido la similitud de los patrones de desarrollo a

lo largo del grupo de los Acipenseriformes (Buddington & Christofferson, 1985;
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Gawlicka y col., 1995; Gisbert y col., 1998) por lo que pueden establecerse
unas directrices capaces de resumir, al menos de forma general, el desarrollo
de los embriones de esturion. Buddington en diferentes trabajos (Buddington &
Christofferson, 1985; Buddington & Doroshov, 1986) propone tres periodos

principales en el desarrollo de los esturiones:

- Embrionario. Desde la fertilizacién hasta la eclosién.
- De alimentacion endogena. Desde la eclosion hasta el inicio de la
alimentacion exdgena.

- De alimentacion exogena.

La duracion de cada uno de los anteriores periodos varia, al igual que en
otros peces, en funcion de la temperatura de mantenimiento y de la especie.
Hardy & Litvak (2004) demostraron en dos especies de esturién (Acipenser
brevirostrum y Acipenser oxyrhynchus) que tanto la tasa de utilizacion de vitelo
como el tiempo total para su completa reabsorcion estan inversamente
relacionados con la temperatura de mantenimiento en las diferentes especies
(Grafica 2).

Recientemente, Gisbert y Ruban (2004) han propuesto la existencia de un

periodo de alimentacibn mixta en los embriones de esturion siberiano

(Acipenser baeri).
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Gréfica 2: Diferencias temporales en el desarrollo embrionario entre diferentes especies
de esturién. Modificado de Hardy & Litvak (2004)

8.1.Periodo Lecitotroéfico

Como ya hemos comentado, este periodo se inicia con la fertilizacién del
huevo y concluye en el momento de la primera alimentacion exdégena, por lo
que durante esta fase el animal se nutre exclusivamente de sus reservas

nutritivas internas (vitelo).

En el momento de la eclosion el tracto digestivo no esta comunicado con el
exterior (la boca y el ano aun no se han abierto). En este momento en el tracto
digestivo de Acipenser baerii y Acipenser medirostris se pueden distinguir dos
segmentos (Gisbert y col., 1999; Gisbert & Doroshov, 2003):
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- Una region anterior rellena de vitelo y recubierta por células
endodérmicas, que evolucionaran para formar las porciones gastrica
y las partes anterior y media del intestino.

- Un rudimento intestinal que consiste en un intestino posterior
relativamente diferenciado, que formara la valvula espiral. En este
compartimento es posible distinguir un recubrimiento interno formado

por células cilindricas en diferenciacion.

En el momento de la eclosion es posible detectar las actividades de
diferentes enzimas en el tracto digestivo de los embriones de esturion, asi en
embriones de esturidn siberiano (Acipenser baeri) Gisbert y col. (1999)
mediante técnicas histoquimicas demostraron la presencia de baja actividad
para la fosfatasa (acida y alcalina) y la esterasa no especifica en la matriz del
saco vitelino, mientras que las actividades para estos mismos enzimas eran

altas en el tejido endodérmico que rodea a la masa vitelina.

Durante los dos primeros dias tras la eclosion se produce una diferenciaciéon
zonal del intestino, siendo patente la valvula espiral en todas las especies
estudiadas (Gawlicka y col., 1995; Gisbert y col., 1998; Boglione y col., 1999;
Gisbert & Doroshov, 2003). Las diferencias de orden temporal observadas
entre las diferentes especies de esturion también se ponen de manifiesto en el
momento de la apertura de la boca, que oscila entre los 1-2 dias para A.
naccarii y A. medirostris, y los 3-4 dias en A. baeri (Gisbert y col., 1998).

Entre los 3 y los 7 dias post-eclosién se produce la apertura del ano y se
establece continuidad entre las distintas partes del tracto gastrointestinal, al
mismo tiempo que se produce una diferenciacién del canal alimentario, siendo
este proceso comun para la mayoria de las especies estudiadas. En Acipenser

naccarii (Boglione y col., 1998), Acipenser baeri (Gisberty col., 1998; Gisbert &
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Williot, 2002) y Acipenser medirostris (Gisbert & Doroshov, 2003) comienza a
aparecer una especie de surco oblicuo al canal digestivo que lo separard en
una regién anterior (que dard lugar al estbmago) y otra posterior que se
diferenciara en el intestino anterior; este proceso también sufre cambios
temporales interespecificos. Asi mismo, en el intestino tiene lugar un proceso
de especializacion que conduce a una zonacion de la parte posterior del tracto
digestivo en:

- Intestino anterior
- Valvula espiral
- Recto.

Hacia el final del periodo de alimentacion enddgena en los embriones de
Acipenser naccatrii, el epitelio de revestimiento del intestino anterior y la valvula
espiral es cilindrico simple con células ciliadas y caliciformes interpuestas,
mientras que en el ano es estratificado, no posee células ciliadas pero si una

gran cantidad de células caliciformes (Radaelli y col., 2000).

En el intestino de Acipenser medirostris, las primeras células caliciformes
aparecen alrededor del dia 6 después de la eclosion, siendo en este momento
inactivas. A partir de los 7-8 dias post-eclosion estas células comienzan a
producir mucosustancias neutras y acidas (carboxiladas y sulfatadas) (Gisbert
& Doroshov, 2003).

Los dos ultimos segmentos intestinales se encuentran ocupados por un
material de color marrén, conocido como tapon de melanina, que es expulsado
justo después de la primera ingesta de alimento exdgeno (entre 9 y 12 dias
post-eclosion dependiendo de la especie). Segun Gisbert & Sarasquete (2000)
la sintesis y acumulacion de granulos de melanina durante el periodo

lecitotrofico parece estar asociada con el consumo de las reservas vitelinas.
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La observacion de granulos de vitelo en el interior de las vacuolas de las
células epiteliales del esturién confirma la creencia de que la mayor parte de
las necesidades energéticas de los embriones en esta fase son suplidas por los

lipidos del vitelo, reservandose las proteinas para la construccién de tejidos.

8.2.Periodo Lecito-Exotrofico

Durante esta fase se establece la alimentacion exégena para la mayoria de
las especies (Buddington & Doroshov, 1986; Boglione y col., 1998; Gisbert &
Doroshov, 2003) y se expulsa el tapon de melanina (Gisbert & Sarasquete,
2000). Ambos procesos sufren variaciones temporales que, como hemos
comentado anteriormente, varian en funcion de la temperatura (Gisbert &
Ruban, 2004). Otro hecho comun a las distintas especies de esturiones en esta
fase es la adquisicion de un estbmago completamente diferenciado mostrando
dos compartimentos; las observaciones para Acipenser baeri (Gisbert y col.,

1998) confirman la presencia de:

- Estémago glandular con glandulas gastricas.

- Estémago pildrico sin glandulas y con una gruesa pared muscular.

La porcion posterior del tracto gastrointestinal es anatomicamente similar a

la de adultos y podemos diferenciarla en:

e Intestino anterior o pilérico.

Gawlicka y col. (1995), en Acipenser transmontanus, observaron un fuerte
incremento de la actividad esterasa inespecifica en los dias posteriores a la
introduccién del alimento exdgeno que relacionaron el grado de funcionalidad

del intestino anterior. Diferentes autores sefialan ademas la importancia de este
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segmento en el metabolismo de carbohidratos y lipidos (Buddigton &
Christofferson, 1985; Gawlicka y col., 1995).

e Valvula espiral:

El establecimiento de la alimentacibn exdgena suele coincidir con un
aumento en la actividad enzimatica en el borde en cepillo de los enterocitos de
la valvula espiral (Buddington, 1995). En Acipenser transmontanus tras dos
dias de alimentacién exogena, las capacidades de absorciéon de nutrientes
estan establecidas, como indica la fuerte actividad de la fosfatasa alcalina
(Gawlicka y col., 1995). Ademas, el aumento en la actividad de diferentes
peptidasas confirma que los embriones de esturibn poseen los enzimas
necesarios para completar la digestion de proteinas y el transporte de
aminoacidos a través de la membrana. La expresidon completa de estos
enzimas indica una diferenciacién completa de los enterocitos, que nos lleva a
pensar en un grado de diferenciacion mayor en este compartimento que en el
intestino pilérico (Gawlicka y col., 1995).

e Recto.

Durante este periodo de alimentacion mixta se produce un aumento en la
longitud de esta porcion intestinal, pero ni la estructura histolégica ni las
caracteristicas ultrastructurales del epitelio sufren cambios importantes
(Radaelli y col., 2000).

8.3.Periodo Exotroéfico

A pesar del grado de desarrollo gastrico presente en los embriones libres de
esturion hacia el final del periodo de alimentacion mixta, las glandulas géstricas
no son funcionales hasta la adquisicion en el estbmago de un pH similar al de
los ejemplares adultos (Buddington & Christofferson, 1985). Transcurrido este
tiempo los animales adoptan los habitos alimentarios adultos (Gawlicka y col.,
1995).
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En el intestino el Unico hecho resefable es el incremento generalizado de
su longitud, asi como el aumento en el niumero y altura de los pliegues

mucosales (Gisbert y col., 1998).

Buddington & Christofferson (1985) confirman que, justo después de la
adquisicion de los habitos alimenticios de adultos, pueden observarse
descensos graduales en las concentraciones de lipasa y amilasa, mientras que
los niveles de proteasas siguen aumentando hasta situarse en valores similares

a los de ejemplares adultos.
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Material y Métodos

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Partiendo de parentales de origen salvaje de la especie Acipenser naccarii,
la Piscifactoria Sierra Nevada (Rio Frio, Granada) obtuvo una generacién de
esturiones (F1) que crié y reprodujo en cautividad, produciendo una segunda
generacion de esturiones (F2) utilizada para la realizacion del presente trabajo.

Los huevos fertilizados fueron incubados a una temperatura de 15+1 °C en
jarras de McDonald con circuito cerrado y termorreguladas; transcurridos 7 dias
se produjo la eclosién. A partir de este momento, los animales se trasladaron a
piscinas de poliéster donde fueron mantenidos a la misma temperatura de
incubacion (151 °C), con un fotoperiodo artificial de 12 horas. Una vez
consumido el saco vitelino (aproximadamente 7 dias post-eclosion) los animales
fueron alimentados con presas vivas. La introduccion del alimento inerte se

produjo entre 1 y 3 meses después de la fecundacion.

2. DISENO EXPERIMENTAL

El primer paso dado para llevar a cabo el presente estudio fue el determinar
y programar los periodos concretos de muestreo y asi adecuar la obtencion de

muestras con la de resultados.

La recogida de animales se llevd a cabo en dos afios consecutivos (2002 y
2003) durante los meses de junio y julio, de forma que pudiéramos comparar
resultados entre dos cohortes reproductivas diferentes. Para los estudios
histoldgicos se realizaron tres tomas de 10 muestras diariamente, desde el dia 0
(dia de la fecundacion) al dia 17 post-fecundacion (9 post-eclosién) y, a partir de
aqui, una toma diaria de 10 animales hasta el dia 19 post-fecundacién (11 dias
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post-eclosion). Posteriormente los muestreos se realizaron en dias alternos
hasta el dia 29 post-fecundacién (21 dias post-eclosion). A partir de este
momento se realizaron muestreos mas espaciados en el tiempo
(aproximadamente cada dos semanas) con la finalidad de seguir el desarrollo

tardio de los juveniles (Tabla 8).

Para los estudios ultraestructurales, se realizaron 3 tomas diarias (durante el
afio 2002) de 5 muestras desde el dia de la fecundacion (dia 0) hasta el dia 17
post-fecundacion (9 post-eclosion) y, a partir de aqui, una toma diaria de 5
animales hasta el dia 19 post-fecundacién (11 post-eclosion). Posteriormente
los muestreos se realizaron en dias alternos hasta el dia 29 post-fecundacion
(21 dias post-eclosion). A continuacion, los muestreos se realizaron cada dos
semanas hasta el dia 40 después de la fecundacion. En el afio 2003, los
muestreos iniciales (desde el dia 0 dpf hasta el 19 dpf) fueron de 2 tomas
diarias (cada 12 horas) de 5 animales (Tabla 8).

MUESTREOS
DPF Afo MO TEM SEM/FESEM
7 .17 2002 3 (cada 8 horas) 3 (cada 8 horas) 3 (cada 8 horas)
2003 2 (cada 12 horas) 2 (cada 12 horas) 2 (cada 12 horas)
17 - 20 2002 1 (cada 24 horas) 1 (cada 24 horas) 1 (cada 24 horas)
2003 1 (cada 24 horas) 1 (cada 24 horas) 1 (cada 24 horas)
20 - 40| 2002 1 cada 48 horas 1 cada 48 horas 1 cada 48 horas

DPF = Dias post-fecundacion; MO = Microscopia éptica, TEM= Microscopia electrénica de transmisiéon, SEM =
Microscopia electrénica de barrido, FESEM = Microscopia electrénica de emisién de campo

Tabla 8: Resumen de los muestreos realizados para los estudios histologicos,

histoquimicos y ultraestructurales.
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Los muestreos para la realizacion de los estudios enziméticos se realizaron
durante los meses de junio y julio del afio 2003. Se tomaron muestras en los
dias 3, 7, 13, 14, 15, 16, 17, 20, 21, 24, 28, 31 y 35 post-fecundacion. Los
animales fueron pescados con una red, lavados con agua destilada y
congelados en nitrégeno liquido. Posteriormente fueron almacenados a -80 °C

hasta su utilizacion.

3. MICROSCOPIA OPTICA

3.1. Fijacion

El material de estudio fue sometido a la accion del liquido de Bouin durante
48 horas, para posteriormente pasar a Formol al 5% hasta el momento de su
inclusion en parafina. Los pasos seguidos a la hora de preparar las dos
soluciones, asi como los componentes que las forman, se detallan a

continuacion.

Para la elaboracion del Liquido de Bouin se siguio el siguiente protocolo:

= 15 partes de una solucion saturada de Acido Picrico (6 gr. de Acido
Picrico en 375 ml. de agua destilada).

» 5 partes de formalina neutralizada con MgCOs.

= 1 parte de Acido Acético glacial.

3.2. Inclusidén

Concluido el proceso de fijacion, se procedio a la inclusion de las muestras

en parafina. Los diferentes pasos de este proceso se detallan a continuacion:
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1. Lavar cuidadosamente las piezas con agua corriente durante 3 horas y 30
minutos para eliminar totalmente los restos de fijador.

2. La deshidratacion de las piezas se realizard con una serie creciente de
alcoholes. Comenzamos con dos bafios en alcohol de 50° de 30 minutos.

- Tres bafios de 2 horas y 30 minutos en alcohol de 70°.

- Dos bafos de 30 minutos por alcohol de 90°.

- Dos bafos de 30 minutos por alcohol de 96°.

- Tres bafos de 30 minutos en alcohol absoluto (100°).

- Dos bafios de 15 minutos en Alcohol absoluto + sulfato cuaprico
anhidro.

3. Posteriormente a la deshidratacion sometemos las piezas a dos bafios de 15
minutos en benceno para eliminar los restos de alcohol y conseguir una
mejor penetracion de la parafina.

4. Dos pasos de 30 minutos en una mezcla 1:1 de benceno-parafina.

Por dltimo, las muestras se infiltraran en parafina (3 pasos de 8 horas cada

uno) y se confeccionaran los bloques de parafina.

En este momento es muy importante que el material quede perfectamente
orientado, para poder obtener asi cortes que aporten la informacién mas exacta

posible.

3.3. Corte y montado de las piezas

Antes de comenzar con el corte de las piezas propiamente dicho, es
aconsejable pegar los blogues a pequefios tacos de madera, de forma que se
facilite su fijacién al microtomo. Posteriormente se tallan en tronco de pirdmide
de base trapezoidal para pasar finalmente a la consecucion de cortes

histolégicos seriados de 5 um de grosor mediante la utilizacién de un microtomo
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de parafina (Leyca RM 2135). Los diferentes bloques fueron seccionados

ventro-dorsal, dorso-ventral, sagital y frontalmente (corte transversal).

Tras la obtencion de los cortes se procedié al estirado de los mismos,
depositandolos de forma ordenada en un bafio de agua destilada a 54° C. Se
recogieron con la ayuda de un pincel en portaobjetos que previamente habian
sido cubiertos por una fina capa de albumina de Mayer (de forma que se
asegurara la adhesion del material). Ademas, y para conseguir una correcta
ordenacion de los cortes y de los portaobjetos, se iba anotando sobre estos con

un lapiz de diamante el nUmero de orden correspondiente.

3.4. Tincién

Las secciones de 5 um de grosor fueron tefiidas en cubetas de vidrio
provistas de cestillas mdviles que permiten transportar un mayor numero de
portaobjetos de un liquido a otro, sin tener que manipularlos de uno en uno. Las

diferentes técnicas de tincion histolégica empleadas en este estudio se detallan

en la tabla 9.
) FUNCION Y/O
REACCION REFERENCIA
COMPUESTOS DETECTADOS
HEMATOXILINA-EOSINA Mallory (1938) Observacion de la estructura general de tejidos
REACCION DEL ACIDO PERYODICO DE SCHIFF  McManus (1948) Mucopolisacaridos neutros
AzuL ALCIANPH 2,5 Lev & Spicer (1964) Mucopolisacéridos acidos
AZUL ALCIANPH 1 Lev & Spicer (1964) Mucopolisacéridos 4cidos sulfatados
PAS-AzuL ALCIANPH 2,5 Mowry (1963) Mucopolisacéridos neutros y acidos

Tabla 9: Principales técnicas de tincidn histol6gica empleadas en el estudio.
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3.4.1. Hematoxilinay Eosina

a) Hematoxilina de Harris

b)

Se disuelve 1 gramo de hematoxilina en 10 mililitros de alcohol absoluto
(1009).

Disolvemos 20 gramos de Alumbre potasico (Sulfato Aluminico-Potésico)
en 200 ml de agua.

Al cabo de 24 horas se mezclan las dos soluciones.

Afiadimos 0,5 gramos de Oxido de mercurio.

Calentamos la solucion teniendo cuidado de que no hierva.

Dejamos enfriar.

Filtrar.

Eosina

Solucién acuosa de eosina amarillenta al 1%.

Afiadimos 1 gota de Acido acético por cada 100 mililitros de solucion.

Protocolo de tincién

Desparafinar los cortes en xileno durante una hora.

Hidratar los cortes con una serie decreciente de alcoholes.

Alcohol 100°: 2 minutos
Alcohol 96°: 2 minutos
Alcohol 90°: 2 minutos
Alcohol 70°: 2 minutos

Alcohol 50°: 2 minutos

3. Someter los cortes a la accion de la Hematoxilina durante 2 minutos.

Lavar los cortes en agua corriente durante 5 minutos.

5. Someter los cortes a la accion de la eosina durante 7 minutos.
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6. Deshidratar los cortes en una serie creciente de alcoholes.

Alcohol 90°: 2 minutos
Alcohol 96°: 2 minutos
Alcohol 100°: 2 minutos
Alcohol 100°: 2 minutos

7. Aclarado con xileno (dos bafios de 2 minutos de duracion cada uno).

b)

El dltimo paso es el montaje con Eukit.

3.4.2. Reaccién del Acido peryodico de Schiff (PAS)

Acido peryodico

Solucién al 1% de acido peryddico en agua destilada.

Reactivo de Schiff

Disolvemos 1 gramo de fuchsina basica (Pararosanilina) en 200 ml de
agua destilada hirviendo.

Dejamos enfriar hasta la temperatura del laboratorio y agitamos.
Filtramos y afiadimos al filtrado 20 mililitros de Acido clorhidrico 1N.

A los 10 minutos afiadimos 1 gramo de metabisulfito sodico (Na;S,05) 0
potasico (K,S,0s).

Dejamos reposar en oscuridad y en frio entre 12 y 24 horas.

Afadimos 2 gramos de carboén activo y agitamos durante 1 minuto.

Filtramos con bomba de vacio y guardamos el filtrado en oscuridad y frio.

Protocolo de tincién

Desparafinar los cortes en xileno durante una hora.

Hidratar los cortes con una serie decreciente de alcoholes.

93



José Ignacio Llorente Lopez

Inmersion de los cortes en acido peryodico durante 12 minutos.
Lavado en agua corriente durante 5 minutos.

Paso rapido por agua destilada para eliminar los restos del peryddico.
Tincion con el reactivo de Schiff durante 12 minutos.

Lavado rapido con agua destilada.

Contrastar con Hematoxilina durante 2 minutos.

© 0o N o O b~ W

Lavar los cortes en agua corriente durante 5 minutos.
10. Deshidratar los cortes en una serie creciente de alcoholes.
11. Aclarado con Xileno (dos bafios de 2 minutos de duracién cada uno).

12. Montaje con Eukit.

3.4.3. Azul Alcian pH 2,5

a) Azul alcian pH 2,5

= Mezclamos 100 ml de solucion al 3% de acido acético con 1 g de azul

alcian 8GX y ajustamos el pH a 2,5 usando acido acético.

b) Protocolo de Tincidn

Desparafinar los cortes en xileno durante una hora.
2. Hidratar los cortes con una serie decreciente de alcoholes.
Introducimos los cortes en una solucién acuosa de Azul alcian pH 2,5
durante 30 minutos.
Paso rapido por agua destilada.
Contrastar con Hematoxilina durante 2 minutos.
Lavar los cortes en agua corriente durante 5 minutos.
Deshidratar los cortes en una serie creciente de alcoholes.

Aclarar con xileno (dos bafios de 2 minutos de duracién cada uno).

© © N o 0 b

Montaje con Eukit.
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3.4.4. Azul Alcian pH 1

Azul alcian pH 1

1.1.Disolvemos 1 g. de azul alcian 8GX en 100 ml de una solucion de acido
clorhidrico 0,1N.
1.2. Solucion de acido clorhidrico 0,1 N.
- 50 ml de HCI (31-38% de pureza).
- 555 ml de agua destilada.
Protocolo de Tincién

Desparafinar las piezas en xileno durante una hora.

Hidratar las muestras con una serie decreciente de alcoholes.

Introducimos los cortes en una solucion acuosa de Azul alcian pH 1 durante
60 minutos.

Paso rapido por agua destilada.

Contrastar con Hematoxilina durante 2 minutos.

Lavar los cortes en agua corriente durante 5 minutos.

Deshidratar los cortes en una serie creciente de alcoholes.

Aclarado con xileno (dos bafios en de 2 minutos de duracion cada uno).

Montaje con Eukit.

3.4.5. PAS- Azul Alcian pH 2,5

Las soluciones que se utilizan en esta técnica (Acido peryédico, Reactivo de

Schiff y Azul Alcian) fueron descritos anteriormente en los apartados 3.4.2. y

3.4.3., respectivamente.
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a) Protocolo de Tincién

Desparafinar los cortes en xileno durante una hora.

Hidratar las muestras con una serie decreciente de alcoholes.

Introducimos los cortes en una solucién acuosa de Azul alcian pH 2,5
durante 30 minutos.

Paso rapido por agua destilada.

Introducir los cortes en una solucién acuosa de acido peryédico al 1%

durante 12 minutos.

6. Lavado en agua corriente durante 5 minutos.

9.

Paso rapido por agua destilada para eliminar los restos del peryddico.
Introducimos los cortes en una solucidbn acuosa de Reactivo de Schiff
durante 12 minutos.

Lavado rapido con agua destilada.

10. Contrastar con Hematoxilina durante 2 minutos.

11.Lavar los cortes en agua corriente durante 5 minutos.

12.Deshidratar los cortes en una serie creciente de alcoholes.

13.Realizar con xileno (dos bafios de 2 minutos de duracién cada uno).

14.Montaje con Eukit.

4. MICROSCOPIA ELECTRONICA

El proceso de preparacion de muestras para microscopia se llevo a cabo en

el Servicio de Microscopia del Centro de Instrumentacion Cientifica (CIC) de la

Universidad de Granada, siguiendo el protocolo descrito por Megias y Renau
(1998).

96



Material y Métodos

4.1. Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM)

. Fijacién de las muestras en una mezcla 1:1 de glutaraldehido al 1,5% vy
paraformaldehido al 1% en tampon cacodilato 0,05M, pH 7,4 durante 2 horas
ya4°C.
» Tampodn cacodilato 0,05M pH 7,4

- 10,701 g de Cacodilato sédico.

- 0,25 g de Cloruro calcico.

- 9 g de Sacarosa.
1000 ml de Agua destilada
. Lavado en tampdn cacodilato 0,05M, pH 7,4, tres pasos de 5 minutos cada

uno a 4°C.
. Post-fijacion en tetroxido de osmio (OsQ,) al 2%, con ferrocianuro al 1% en
tampdn cacodilato 0,05M, pH 7,4 durante 2 horas y a 4°C.
. Lavado en tampdn cacodilato 0,05M, pH 7,4, tres cambios de 20 minutos a
4° C.
. Tincion en blogue con acetato de uranilo al 2% en solucidon acuosa, en
oscuridad durante dos horas y a temperatura ambiente.
. Lavado en agua desionizada, 3 cambios de 20 minutos a temperatura
ambiente.
. Deshidratacion de las muestras en un gradiente de concentraciones
crecientes en etanol a temperatura ambiente con los siguientes pasos:

- 20 minutos en Etanol 50°.

- 20 minutos en Etanol 70°.

- 20 minutos en Etanol 90°.

- 3 cambios de 20 minutos Etanol al 100°,
. Infiltracién en una mezcla de etanol 100°resina epoxi (Embed 812, EMS) a
temperatura ambiente y en un agitador orbital (SBS), con las siguientes

concentraciones:

97



José Ignacio Llorente Lopez

9.

- Etanol: resina (2:1). 60 minutos y a temperatura ambiente.
- Etanol:resina (1:1). 60 minutos y a temperatura ambiente.
- Etanol:resina (1:2). 60 minutos y a temperatura ambiente.

Inclusidn de las muestras en resina pura durante 8 horas a 4° C.

10. Polimerizacion en una estufa (Selecta) a 60° C durante 24 horas.

11.Realizacion de cortes semifinos de 1 micra de espesor en un ultramicrotomo

(Ultracut S, LEICA) con cuchilla de diamante (Diamond de 45°).
Posteriormente se montaran sobre portaobjetos y seran tefiidos con una
mezcla de azul de toluidina al 1% y Borax al 1% en solucion acuosa, durante

20-30 segundos en placa caliente (Selecta).

12.Obtencién de cortes ultrafinos en un ultramicrotomo (Ultracut S, LEICA) con

cuchilla de diamante (Diamond de 45°), de 500-750 amstrongs de espesor.
Estos cortes se montaran sobre rejillas de cobre de malla 300 y se tefiiran
con acetato de uranilo al 1% en solucién alcohdlica al 50% durante 1 minuto.
Posteriormente se tifieron con citrato de plomo segun Reynolds (1963) en

una atmosfera exenta de CO», durante 5 minutos.

13.Por dltimo, las rejillas se observaron en un microscopio electronico de

transmision Zeiss 902.

4.2. Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y de Barrido de
Emisién de Campo (FESEM)

Fijacion de las muestra en una solucion de Glutaraldehido al 2,5% en PBS,
pH 7,4 durante 24 horas y a 4° C.

Lavado de las misma en tampon PBS, pH 7,4 (3 cambios de 20 minutos
cada uno a 4° C).

Post-fijacion con tetréxido de osmio al 2% en oscuridad durante 1 horay a
temperatura ambiente.

Lavado en agua desionizada para eliminar los restos de tetroxido de osmio

(3 cambios de 20 minutos cada uno).
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5. Deshidratacion en un gradiente de concentraciones crecientes de etanol, con
los siguientes pasos:
- 15 minutos en Etanol 50°.
- 15 minutos en Etanol 70°.
- 15 minutos en Etanol 90°.
- 2 cambios de 15 minutos cada uno en Etanol 100°
6. Desecacion por el método por punto critico (Anderson, 1951) con CO; en un
secador de Punto critico Polaron CPD7501.
7. Recubrimiento de las muestras por Evaporacion de Carbon (Evaporador
Hitachi).
8. Observacion de las muestras en un microscopio electrénico de barrido de
emision de campo Gemini-1530 de Leo del CIC de la Universidad de

Granada.

5. ANALISIS ENZIMATICOS

5.1. Preparacion de las muestras

Con la ayuda de un homogeneizador automatico, se homogeniza 1 g de
muestra con 4 ml de tampon Tris-HCI 100 mM, 0,1% Tritébn 0,1 mM (proporcion
1:4); para evitar el deterioro de las enzimas, la descongelacién, homogenizado y

posterior conservacion de las muestras se hace en hielo.

Los homogenizados son centrifugados a 16000 rpm (30000 g) durante 30
minutos y a 4° C, en una centrifuga “Kontron” mod. Centrikon H-401. Tras la
centrifugacion, se recoge el sobrenadante con ayuda de una pipeta automatica

y se reparte entre eppendorf previamente numerados. Una vez introducidos en
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un bafio de hielo, se procede a la determinacion de la actividad enzimética,

protedsica y a-amilasica.

5.2. Determinacion de la actividad proteolitica total

La actividad proteolitica fue estimada utilizando el método de la hidrdlisis de
la caseina de Kunitz (1947), modificado por Walter (1984). Una vez que la
caseina utilizada como sustrato precipita, el Acido Tricloroacético (TCA) la
separa de su sustrato proteico, quedando péptidos solubles que son medidos

para determinar la actividad proteolitica total; como estandar se usa tirosina.

Para caracterizar las proteasas, se ensaydé un amplio rango de pH,
caracterizando las proteasas segun pH. Para las medidas de pH se utilizé un
lector de placas (Power Wave X, Microplate Scannig Spectophotometer. Biotek

Instruments Inc.).

a) Reactivos

Se utilizaron diferentes tampones en funcion de su idoneidad para cada uno

de los pH ensayados:

pH TAMPON

1,5 KCI-HCI 0,1M

3,0 Glicina-HCI 0,2M

4,0 Ac. Citrico 0.1M-Fosfato 0,2M
7,0 Ac. Citrico 0.1M-Fosfato 0,2M
8,5 Tris-HCI 0,1M

9,0 Tris-HCI 0,1M

10,0 Glicina-NaOH 0,1M
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- Acido Tricloroacético (TCA) al 8% w/v en agua destilada.

- Solucion de caseina 10 mg/l en agua destilada.

b) Técnica

1. Los extractos iniciales que corresponden a huevos fueron diluidos en
proporcién 1:3 con el tampoén de dilucion (Tris-HCI 100 mM, 0,1% Tritén 0,1
mM), mientras que el resto de los extractos fue utilizado concentrado.

2. Se utilizan tubos Eppendorf preparados segun el siguiente protocolo:

CONTROL TEST
CASEINA (ml) 0,125 0,125
TAMPON (ml) 0,125 0,125

EXTRACTO (ml) 0,05 0,05

3. Incubar los tubos Eppendorf durante una hora a la temperatura de
incubacion.

4. Anadir 0.6ml de TCA. al 8% w/v. Mantener durante 60 minutos en un bafo
de hielo.

5. Centrifugar a 4000 rpm durante 10 minutos.

6. El sobrenadante se toma con una pipeta Pasteur, se lleva la microplaca y se
mide la absorbancia en el lector a 280 nm.

Como estandar se utilizé la L-Tirosina, preparandose una curva patron con

concentraciones de: 2,7; 8,2; 13,6; 19,1; 24,5 y 30 "9/, a partir de la solucién

madre al 0.03%, segun el siguiente protocolo:

101



José Ignacio Llorente Lopez

B T, T, Ts Ta Ts Te
L-Tir (ml) X 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45 0,55
Tampé6n (ml) | 0,55 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 X

Se define la Unidad de Actividad Proteolitica Total como la cantidad de

enzima que libera un mM de tirosina/ml/minutos.

5.2.1. Determinaciéon de la actividad a-amilasa

La actividad a-amilasa fue determinada mediante el método de la hidrdlisis

del almidéon. Los azucares (o0 equivalente reducido) son estimados
cuantitativamente usando el procedimiento colorimétrico de Somogy-Nelson
(Somogy, 1951), descrito por Robot y Whelan (1968). Cuando el reactivo
(cobre) se calienta es reducido por el tartrato y el 6xido de cobre formado se
rompe por agitacion suave. Para determinar la actividad se adiciona un reactivo
cromogeénico (solucién arseniato-molibdato) que desarrolla un color cuya
densidad O6ptica es proporcional al azucar que contiene la muestra. Como

estandar se usa maltosa.
a) Reactivos
- Solucién de almidon al 2% wi/v, en agua destilada.

- Tampon fosfato-citrato 0,1M, NaCl 0,05M, pH 7,5

- Reactivos de Somogy-Nelson (1-4):
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REACTIVO 1 REACTIVO 2 REACTIVO 3 REACTIVO 4

. . 1ml

Sulfato de Cobre Molibdato aménico
i o REACTIVO 2
Bicarbonato Sodico x5H,0 15% wi/v 5% wiv
+
2,5% wilv + +
25 ml
unas gotas de H,SO, 2ml de H,SO,

REACTIVO 1

Tartrato sodico-

potasico 2,5% wi/v

Sulfato sédico anhidro

20% wliv

b) Técnica

Arseniato sédico x
7H,0
0,6% w/v

En este caso, ninguna de las muestras fueron diluidas, todas se utilizaron

concentradas.

1. Preparar tubos con tapon de rosca de teflon, segun el siguiente

protocolo:
CONTROL TEST
TAMPON 0,125 mi 0,125 ml
ALMIDON 0,125 ml 0,125 mi
ESTRACTO 0,05 ml 0,05 ml

Incubar las muestras durante 1 hora.

Inmediatamente después afiadir 0,3ml del reactivo 4 de Somogy-Nelson.

Hervir las muestras durante 20 minutos exactos; enfriar a temperatura

ambiente.
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5. Afadir 0,3ml del reactivo 3 de Somogy-Nelson y agitar hasta que no
desprenda mas CO;.

6. Afnadir 3,33ml de agua destilada, agitar y dejar reposar a temperatura
ambiente durante 5-10 minutos.

7. Medir la absorbancia a 600 nm.

Como estadndar se utilizé la maltosa, preparando una curva estandar con
concentraciones de 50, 100, 150, 200, 250 y 300 "9, a partir de la solucién

madre al 0,03%, segun el siguiente protocolo:

B T, T, Ts Ta Ts Te
MALTOSA (ml) X 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
TAMPON (ml) 0,3 0,25 0,2 0,15 0,1 0,05 X

Se define la unidad de Actividad a-Amilasa como la cantidad de enzima que

puede producir un mM de maltosa/ml/minutos.

5.3. Determinacion del contenido Proteico

a) Reactivos

- AlbUmina al 0,06%.
- Kit Bio-Rad.

b) Técnica
Para la preparacion de las muestras se introduce en cada uno de los tubos de

ensayo 5ul de la muestra diluida, afiadimos 795 pl de agua destilada (hasta un

volumen de 800 pl). Posteriormente se afaden 200 ul del Kit Bio-Rad
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(resultando por tanto un volumen final de 1000 pl; el mismo que en los tubos de

la recta patron.

Como estandar se utilizo la albumina, preparando una curva estandar segun el

siguiente protocolo:

_ SOLUCION AGUA VOLUMEN
[Albumina] KIT BIO-RAD

i) MADRE DESTILADA () FINAL
ke () () ()

0 0 800 200 1000

3 5 795 200 1000

6 10 790 200 1000

12 20 780 200 1000

24 40 760 200 1000

48 80 720 200 1000

Para la representacion gréafica de los resultados de las diferentes actividades
enzimaticas a lo largo del desarrollo en Acipenser naccarii se utilizé el programa
Microsoft Excel. Con este mismo programa se aproxim6 a cada grafica de
actividad, una linea de tendencia asociada a la media con el proposito de

estimar maximos y minimos en la evolucion de las actividades enzimaticas.
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Resultados: Estudios Histologicos y Ultraestructurales

Como comentamos en apartados anteriores, en los peces las distintas fases
del desarrollo pueden relacionarse con el tipo de alimentacion que los animales
tienen en cada momento (Balon, 1975, 1999). Distinguimos asi un periodo
lecitotrofico en donde los animales se nutren exclusivamente de las reservas
vitelinas y que incluye a las fases de embrion y de embrion libre.
Posteriormente, durante el periodo lecito-exotrofico, los animales utilizan tanto
vitelo como alimento de origen exdgeno. Tras el consumo total de las reservas
vitelinas los animales inician el periodo exotréfico, nutriendose Unicamente de

alimento de origen exégeno.

1. PERIODO LECITOTROFICO O ENDOTROFICO

Este periodo se inicia con la fertilizacion del huevo y concluye en el
momento de la primera alimentacion exdgena, por lo que durante esta fase el
animal se nutre exclusivamente de sus reservas nutritivas internas (vitelo).

Nuestro estudio se inicia en el momento de la eclosion.

1.1. Eclosion

El momento de la eclosién sufre variaciones temporales relacionadas con la
temperatura de incubacion, asi las cohortes reproductivas de Junio del afio
2002 y la de Junio del afio 2003 (incubadas a 15°C+1) eclosionaron a los 7
dias 18 horas post-fecundacion, mientras que en la cohorte de Julio del afio
2002 (incubada a 17°C#1), la eclosién se produjo en el dia 5 post-fecundacion.
En todos los ejemplares analizados (pertenecientes a las 3 cohortes
reproductivas), en el momento de la eclosion los embriones de Acipenser
naccarii poseen un sistema digestivo dividido en dos regiones principales
(Figura 10):
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e La region anterior esta representada por un gran saco vitelino central que
dara lugar a la porcion géstrica y al intestino anterior. La boca aun no esta
comunicada con el exterior (Figura 11).

e En la region posterior podemos observar un primordio de la valvula espiral
parcialmente diferenciado. El ano tampoco esta abierto, por lo que en este
estadio de desarrollo no existe ningun tipo de comunicacién del tracto

gastrointestinal con el exterior.

500 ym

Figura 10: Seccién dorso-ventral de un embrién recién eclosionado. H-E. SV, Saco

vitelino; VE, Vélvula espiral; TN, Tubo neural; n, notocorda.

Figura 11: Vista ventral de
un embrién recién eclo-
sionado en el que
podemos observar como
la boca aln ésta no esta
abierta. FESEM. B, Boca;
SV, Saco Vitelino.
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En este momento del desarrollo, la cavidad orofaringea se encuentra
tapizada por una mucosa constituida por un epitelio estratificado en
diferenciacion y una delgada lamina propia de tejido conjuntivo. Este epitelio
esta formado por células cubicas, que presentan una gran cantidad de
vacuolas apicales llenas de material vitelinico y algunos granulos de pigmento,
con algunas células ciliadas intercaladas. La region posterior de la cavidad
orofaringea no esta diferenciada y aun no se establece conexidn con la region
gastrica, ya que en la luz del conducto se acumula una gran cantidad de
material vitelinico. A ambos lados de la cavidad bucal podemos observar una
concentracion de tejido cartilaginoso en diferenciacion, que en estadios

posteriores dara lugar a los arcos branquiales (Figura 12).

100 pm

Figura 12: a - Imagen panoramica de la

porciéon corporal anterior en seccidn
dorso-ventral de un embrién de
Acipenser naccarii en el momento de la
eclosion, donde podemos observar la
cavidad orofaringea. H-E. SV, Saco
vitelino; Tn, Tubo neural; O, Ojo; C,

Cartilago; B, Boca.

A - »

b - Detalle del
epitelio de la boca

de un embriéon

recién eclosionado
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El saco vitelino ocupa la mayor parte de la cavidad corporal y adopta la
forma tipica de bolsa. Esta estructura estd compuesta por una gran masa
central de vitelo intraembrionario, rodeado por un epitelio endodérmico en
proceso de diferenciacion, cuyas células presentan una gran cantidad de
vacuolas apicales, que contienen en su interior granulos de vitelo de diferentes

tamafios (Figura 13).

10 ym

Figura 13: Detalle del epitelio endodérmico en proceso de diferenciacion del saco

vitelino. H-E.

Los estudios ultraestructurales con TEM ponen de manifiesto la presencia
en las células epiteliales de un nidcleo muy eucromatico con nucleolo bien
visible, situado en posicion basal, asi como abundantes inclusiones vitelinicas

gue ocupan la mayor parte de su citoplasma (Figura 14).
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Figura 14: Detalle del epitelio endodérmico del saco vitelino de un embridén de Acipenser
naccarii en el momento de la eclosién, donde podemos observar una lamina basal (Lb)
incipiente, un nucleo (N) basal, gran nimero de inclusiones de vitelo tanto lipidico (VI)

como proteico (Vp), asi como unos amplios espacios intercelulares. TEM.

Las caras laterales de estas células muestran abundantes espacios
intercelulares dilatados (Figura 14), que se resuelven a nivel apical en
complejos de unién (Figura 15). La cara apical presenta expansiones
citoplasmaticas filiformes irregulares que representan un aumento de la
superficie celular, relacionado con los procesos de captacion del material de
reserva (Figura 15).
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Figura 15: Detalle del apice de las células endodérmicas del epitelio del saco vitelino de
un embrién de Acipenser naccarii en el momento de la eclosién, donde podemos

observar expansiones citoplasmaticas irregulares y complejos de union (flechas). TEM.

El citoplasma apical, en aquellas células que no estan repletas de vitelo, se
caracteriza por presentar un aparato de Golgi bien desarrollado, asi como
cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso (REr), mitocondrias y abundantes

ribosomas libres (Figura 16).
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Figura 16: Detalle del citoplasma supranuclear de las células del epitelio endodérmico
del saco vitelino de un embridén de Acipenser naccarii en el momento de la eclosion.
reticulo endoplasmico rugoso (REr), ribosomas libres (Ri), mitocondrias (m), complejo

de Golgi (G) con vesiculas asociadas; V, vitelo.

En la region corporal posterior, puede distinguirse un primordio intestinal,
constituido por un epitelio cilindrico en diferenciacién, cuyas células se
caracterizan por exhibir un citoplasma basofilo, nicleos en posicién basal y
diferentes vacuolas apicales que contienen en su interior muchos granulos,
tanto de vitelo como de melanina (producto de la degradacion del vitelo) (figura
17).
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Figura 17: a y b: Micrografias panordmicas de la porcidon corporal posterior de un

embrién Acipenser naccarii recién eclosionado en seccién dorsventral, donde podemos
observar con diferentes aumentos la valvula espiral. H-E. c - Detalle del epitelio cilindrico
en diferenciacién de la véalvula espiral donde podemos observar la gran concentracién
de granulos, tanto de vitelo (V) como de melanina (Flechas). H-E. SV, Saco vitelino; VE,
Valvula espiral; n, notocorda; V, Vitelo.
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Ninguna de las técnicas histoquimicas empleadas para el estudio de
mucopolisacaridos (PAS, AA pH 2,5y AA pH 1) dan resultado positivo en este
momento de desarrollo.

Las células epiteliales analizadas con TEM muestran a nivel apical
abundantes y largas microvellosidades con numerosas invaginaciones

pinociticas en su base.

En el citoplasma apical, entre las numerosas vesiculas pinociticas, se
localiza abundante reticulo endoplasmatico (RE), mitocondrias, lisosomas,
ribosomas asi como granulos de vitelo de diferente densidad y tamafio. Dichas
caracteristicas ultraestructurales demuestran la intervencion de estas células
en la absorcion de material vitelinico (Figura 18) que se distribuye por todo el
citoplasma, incluyendo la regién basal, donde ademas podemos apreciar la
situacién de los ndcleos y la gran abundancia de interdigitaciones, apareciendo
en los espacios intercelulares pequefias particulas de naturaleza lipoproteica

(flecha en figura 19). La lamina basal es aun muy incipiente.

Figura 18: Detalle del citoplasma apical del epitelio del primordio intestinal en un
embrion de Acipenser naccarii en el momento de la eclosion. Flechas, vesiculas

pinociticas; Li, lisosomas; Ri, ribosomas libres; RE, reticulo endoplasmico; V, vitelo.

Figura 19: Detalle del citoplasma basolateral del epitelio del primordio intestinal en un
embrién de Acipenser naccarii en el momento de la eclosién. N, ndcleo; m, mitocondrias;

V, vitelo.
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1.2. Fase de embridén libre

Durante el tiempo que dura esta fase, los embriones sufren una gran
cantidad de cambios tanto anatdmicos como estructurales y funcionales en su
sistema digestivo que los preparan para la captura y asimilacién de la

alimentacion exdgena.

En la tabla 11 se resumen los principales cambios estructurales que tienen
lugar a lo largo del desarrollo del tracto digestivo de los embriones de

Acipenser naccarii y el momento en el que éstos aparecen.

La fase de embridn libre esta caracterizada por la apertura de la boca y el
ano, asi como por la diferenciacion zonal del canal gastrointestinal. Hacia la
mitad de esta fase es posible diferenciar en los embriones de Acipenser
naccarii el eséfago, el esbozo de estbmago y el intestino, que posee ya un

epitelio cilindrico simple con ribete en cepillo.
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PERIODO
PERIODO B
LECITOTROFICO LECITO- PERIODO EXOTROFICO
DPE EXOTROFICO
EVENT!
© 2(3|(4|5|6|7|8|9|]10|11 |12 |13 (14| 15|20 | 25| 30 | 35| 40
Apertura de la boca
= Desarrollo de botones
U] gustativos
z Z
o
o < Desarrollo de dientes
o4
X o
§ Presencia de vitelo o pigmento
Presencia de células ciliadas
o Presencia de vitelo o pigmento
Q
6 Conexién con estémago
(%}
Ll
Compartimentalizacion
Presencia de vitelo o pigmento
o]
9( Separacion del intestino
=
O
E Desarrollo estémago pilérico
Desarrollo estémago glandular
o Presencia de vitelo
z
ﬁ Desarrollo de Ciegos Piléricos
'_
z

Presencia de GL

VALVULA
ESPIRAL

Presencia de vitelo o pigmento

Desarrollo de valvula espiral

Presencia del tap6n de
melanina

RECTO

Aparicién del ano

Desarrollo del recto

Presencia de vitelo o pigmento

Tabla 10: Resumen de los principales eventos que tienen lugar en el desarrollo del tracto

digestivo de los embriones de Acipenser naccarii. DPE: Dias post-eclosion. GL; grandes

gotas lipidicas.
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» Cavidad orofaringea

El primer proceso de interés a la hora de la adopcion de un sistema
gastrointestinal similar al de adultos es la apertura de la boca, que se produce
alrededor de los 3 dias post-eclosién, y la diferenciacién de ésta en dos valvas

orales (Figura 20).

Figura 20: Imagen panoramica de un embrién libre de Acipenser naccarii de 3 dpe, donde
podemos observar como la boca se ha abierto y las barbillas comienzan a desarrollarse.
FESEM. SV, Saco vitelino; B, Boca; Bb, Barbillas.

En este momento la mucosa de la cavidad orofaringea presenta un epitelio
estratificado, con células epiteliales cubicas que contienen en su interior una
gran cantidad de granulos de material vitelinico y de melanina, que

desapareceran alrededor de los 4-5 dias post-eclosion (Figura 21).
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SRR

AT
v.

Figura 21: a - Imagen panordmica de la porcion corporal anterior de un embrién libre de
Acipenser naccarii de 3 dpe en seccion dorso-ventral, donde podemos observar la
cavidad bucal y el saco vitelino. H-E. b - Detalle del epitelio estratificado en

diferenciacién de la cavidad bucal (flechas). H-E. B, Boca; SV, Saco Vitelino.

Hacia el final del periodo lecitotréfico, ademéas de las células epiteliales
tipicas, provistas en su polo apical de micropliegues, podemos distinguir en el
epitelio de la cavidad orofaringea células ciliadas y células mucosas (figura
22b). Las células ciliadas se distribuyen a lo largo de toda la cavidad
orofaringea, y se sitlan entre los demas tipos celulares. La presencia de estas
células en la mucosa bucal se mantiene hasta el inicio de la alimentacion

exégena (Figuras 22).
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Figura 22: a- Imagen panoramica de la boca en un embrién libre de Acipenser naccarii de

7 dpe. B, boca; Bb, barbillas. FESEM. b- Detalle del epitelio de la cavidad orofaringea en
un embridn libre de Acipenser naccarii de 7 dpe donde podemos observar células con
micropliegues en su polo apical (C), células ciliadas (CC) y células mucosas (CM).
FESEM.

Las células mucosas (Figuras 22b y 23) comienzan a aparecer alrededor
del dia 5 dpe, momento en el cual no muestran reactividad alguna frente a las
técnicas histoquimicas empleadas para poner de manifiesto la presencia de
mucopolisacaridos (PAS, AA pH 2,5y AA pH1). A los 6 dias post-eclosion las
células mucosas del epitelio bucofaringeo dan positivo para la técnica

combinada del PAS-Azul alcidn (pH 2,5) (Figura 24), lo que demuestra la

125



José Ignacio Llorente Lépez

existencia de mucosustancias de caracter neutro y acido, concretamente
carboxiladas, ya que la reaccion para la técnica del Azul alcidn a pH 1 es
negativa (Figura 24). Tanto el numero como el tamafio de este tipo celular
aumentan con el crecimiento del animal, de forma que hacia el dia 7 post-
eclosion las células productoras de mucosustancias tanto neutras como acidas

se distribuyen ya por toda la cavidad bucal.

Figura 23: Detalle de una célula mucosa de la cavidad orofaringea de un embrién libre de
Acipenser naccarii de 7 dpe. Flecha, Micropliegues; Gm, Granulos mucosos; N, nucleo;
RE, reticulo endoplasmico. TEM.
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Figura 24: Detalle del epitelio de la cavidad orofaringea de un embrién libre Acipenser
naccarii de 7 dpe en secciéon dorso-ventral, donde podemos observar las células
mucosas PAS-AA pH 2,5 + (flechas). PAS-AA pH 2,5.

Otras estructuras presentes en el epitelio bucofaringeo en este periodo son
los botones gustativos y los dientes (Figura 25).

Figura 25: Imagen panora-
mica de la cavidad bucal de
un  embrién libre de
Acipenser naccarii de 7 dpe

en seccion dorso-ventral. H-

E. Bg, Botén gustativo; C,
Cartilago; L, Labio; PD,
Primordio dental.
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Figura 26: a - Imagen panordmica de la boca de un embrién libre de Acipenser naccarii

de 7 dias post-eclosion. FESEM. b - Detalle de un botdn gustativo del labio superior. C-

Detalle de un botén gustativo en una barbilla. FESEM.
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El proceso de diferenciacion de los gérmenes dentarios comienza con el
engrosamiento y la posterior evaginacion de parte del epitelio bucal hacia los 2
dpe, para formar la lamina dental. Posteriormente el epitelio se plegara hasta
adoptar forma de campana. En este momento podemos distinguir la presencia

del érgano del esmalte que rodea a la papila dental (Figura 27).

Figura 27. Micrografias donde se muestran diferentes estadios de desarrollo de las
estructuras dentarias en embriones libres de Acipenser naccarii en seccion
dorsoventral. a- Detalle de la mandibula inferior a los 3 dpe, donde podemos observar el
estadio de campana. b- Detalle de la mandibula superior a los 4 dpe donde podemos
observar como ya ha comenzado la formacién de dentina. C- Detalle de la mandibula
superior a los 5 dpe donde podemos ver como se inicia la secrecion de fibras. H-E. e,

esmalte; d, dentina; Pd, papila dental; Od, odontoblastos; Oe, 6rgano del esmalte.
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Las células superficiales de la papila dental comienzan a secretar una
matriz que, alrededor de los 4 dias post-eclosibn comenzara a mineralizarse.
En los dias posteriores se produce un aumento en la altura y el grosor de las
estructuras dentarias, pero su apice no llega a atravesar el epitelio de la

cavidad bucofaringea.

» Esofago

El proceso de evolucion del es6fago cursa desde su parte posterior hacia la
bucofaringe. En los primeros dias posteriores a la eclosion aun se encuentra
indiferenciado. Hacia el dia 6-7 post-eclosion, podemos observar ya la
comunicacion entre el conducto esofagico y el estbmago, con la presencia de
pliegues longitudinales (Figura 28). En este momento, el esdfago es una
estructura tubular, de poca longitud y limitada por un epitelio estratificado con
células cilindricas con microvellosidades apicales, en el que se intercalan
células mucosas y unas pocas células ciliadas. Una gran cantidad de células
del epitelio esofagico presentan vacuolas supranucleares con granulos de vitelo

y melanina en su interior (Figura 28c).

Durante el transcurso de esta fase de embrion libre, se produce un cambio
en el epitelio del eséfago; poco tiempo antes del inicio de la alimentacion
exdgena pueden distinguirse dos zonas en funcion de las caracteristicas

celulares:

e Una porcion anterior, provista de células cilindricas con microvellosidades y
una gran cantidad de células mucosas (funcién secretora).

e Otra porcion mas posterior con una menor cantidad de células mucosas
pero una alta concentracion de células ciliadas (funcién de transporte de

alimento).
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Figura 28: a —Imagen panordmica de la porcién corporal anterior de un embrién libre de

Acipenser naccarii de 7 dpe en seccion dorso-ventral, donde podemos observar la
cavidad orofaringea (CO), el es6fago (E), el higado (H), el estomago glandular (EG). H-E.
b - Imagen panoramica del conducto esofagico. PAS. ¢ - Detalle del epitelio de la porcion
anterior del esé6fago. H-E.
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Al final del periodo de embridon libre las células mucosas esofagicas
muestran positividad para la técnica del PAS y Azul alcidn pH 2,5, lo que indica

la produccién de mucosustancias neutras y acidas (Figura 29).

Figura 29: Detalle de las células mucosas esofagicas PAS-AA pH 2,5 + (flechas) en un

embridn libre de Acipenser naccarii de 7 dpe en seccién dorso-ventral. PAS-AA pH 2,5.

» Estémago

En embriones libres de 2 dias dpe, la mayor parte de la cavidad corporal
estd aun ocupada por un gran saco Vvitelino intraembrionario que esta
delimitado por un epitelio cubico simple. Dentro de las células epiteliales se

distinguen una gran cantidad de granulos de vitelo (Figura 30).
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Figura 30: a - Imagen panoradmica de la porcién corporal anterior de un embrién libre de

Acipenser naccarii de 2 dpe en seccién dorso-ventral. H-E. b - Detalle del epitelio del

saco vitelino. H-E. B, Boca; SV, Saco Vitelino.

En este momento de desarrollo, ninguna de las técnicas histoquimicas
empleadas para el analisis de mucopolisacaridos (PAS, AA pH 2’5y AA pH 1)
da resultado positivo en el estbmago.
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En momentos posteriores del desarrollo, el saco vitelino sufre una serie de
modificaciones encaminadas a la adquisicion de la estructura de estémago
cecal. El primer acontecimiento obvio en el proceso de desarrollo del estbmago
es la aparicién, alrededor de los 3 dpe, de un surco en la pared del tubo
digestivo (Figura 31).

500 pm

Figura 31: a - Imagen panoramica de un embrién libre de Acipenser naccarii de 3 dpe en
seccion dorso-ventral. H-E. b - Detalle del pliegue en el saco vitelino. H-E. B, Boca; SV,
Saco Vitelino; PI, Primordio intestinal; VE, Valvula espiral; Tn, Tubo neural.
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Este surco, localizado en la region dorsal-posterior del saco vitelino
progresa en sentido anterior-ventral, acabara dividiendo al canal alimentario en

dos porciones bien definidas (Figura 32):

- Esbozo gastrico

- Esbozo intestinal

La porcion anterior de este surco se convertira en la pared inferior del
estbmago, mientras que la parte posterior dara lugar a la pared superior del

intestino anterior.

El proceso de desarrollo del estbmago continda con la adquisicion gradual
por parte de la gran bolsa vitelina de una forma mas tubular y una proliferaciéon
de fibras musculares lisas en la zona de unién con el intestino anterior hacia el
dia 4 post-eclosion. En este momento el estbmago aun no esta dividido en sus
dos porciones constituyentes, pero si es independiente de la porcion intestinal

que lo sigue.

Entre los dias 5 y 6 post-eclosién se produce un plegamiento en el plano
frontal del conducto gastrico, hasta la adquisicion de una forma parecida a una
“U”. La porcion glandular constituira el tramo descendente, mientras que la
region pilérica se elevara hasta casi el nivel de la desembocadura esofagica
para formar la rama ascendente. A su vez, la zona de curvatura se estirara
para formar una porcioén cerrada, dando el estbmago de tipo cecal. En estos
momentos la porcion pilérica es facilmente reconocida por la presencia de una

pared de musculo liso muy desarrollada (Figura 33).
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Eclosion 3 dpe 3d 16 h pe
.’ v
% 4

4 dpe 4d16hpe 5 dpe

6 dpe 7 dpe

- Saco vitelino Ciegos piléricos

Intestino anterior o pilorico

- Estémago pilorico Valvula espiral

- Estomago glandular Recto

Figura 32: Representacién esquematica del proceso de diferenciacion del estbmago en

Acipenser naccarii.
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El epitelio del estbmago glandular y el del estbmago pilérico esta compuesto
en estos momentos del desarrollo, por dos tipos de células cilindricas de nucleo
basal, unas con microvellosidades apicales y otras ciliadas. A lo largo de todo
el epitelio gastrico podemos observar abundancia de gotas lipidicas de grandes

dimensiones dentro de las células epiteliales (figura 33).

En los primeros dias de este periodo, las células epiteliales no muestran
reactividad frente a las técnicas histoquimicas empleadas sin embargo, en el
dia 6-7 post-eclosion, manifiestan su PAS positividad tanto en la region pilérica

como en la region glandular.

El dltimo de los procesos importantes en el desarrollo del estbmago es la
formacion de glandulas gastricas. Entre los dias 6 y 7 post-eclosion en la capa
de tejido conjuntivo de la lamina propia o corion del estbmago glandular,
comienzan a observarse una serie de agregados celulares que daran lugar a
las glandulas tubulares. Las células glandulares, denominadas células oxintico-
pépticas, muestran ausencia de PAS positividad en su citoplasma y descansan
sobre una lamina basal débilmente positiva frente a la técnica del Acido
Peryddico de Schiff (flecha en figura 33 b).

En embriones libres de 7 dias post-eclosion el estdbmago adquiere su

configuracion definitiva, en las dos regiones citadas, conectadas entre si a

través de un esfinter.
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Figura 33: a - Imagen panoramica de un embridn libre de Acipenser naccarii de 7 dpe en

seccion dorso-ventral. PAS. b — Imagen de la pared del estomago glandular donde
podemos observar la PAS-positividad de la porcidon apical del epitelio y detalle de una
glandula gastrica. PAS. C- Imagen de la pared del estémago pilérico, obsérvese el
desarrollo de la capa muscular. PAS. Cr, Corazén; EG, Estémago glandular; EP,
Estomago pildrico; IA, Intestino anterior; IM, intestino medio; VE, Valvula espiral; G,
Glandula gastrica.
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Las caracteristicas ultraestructurales de las células epiteliales del saco
vitelino al comienzo del periodo de embridn libre (2 dpe) reflejan todavia cierto
grado de indiferenciacion. En la superficie apical se observan escasas
microvellosidades y en las caras laterales complejos de unién, estando los
espacios intercelulares mas reducidos. El citoplasma apical presenta gran
cantidad de filamentos, muchos de los cuales se anclan en las placas de
anclaje de los desmosomas. El resto de las caracteristicas ultraestructurales
son similares a las descritas en el momento de la eclosién (Figura 34).

Figura 34: Detalle de una célula epitelial del saco vitelino de un embridn libre de
Acipenser naccarii de 2 dpe, donde podemos observar microvellosidades apicales (Mv)
y complejos de union en las caras laterales (flechas), asi como gran cantidad de

filamentos (F) en el citoplasma apical. N, nucleo; V, vitelo. TEM.
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Hacia el final del periodo de embrion libre (6 dpe), la morfologia celular del
epitelio del estbmago en desarrollo muestra cambios significativos, de manera
gue las células adquieren una forma cilindrica y un nucleo con forma ovalada.
En la superficie apical de las células epiteliales, podemos observar una mayor
cantidad de microvellosidades y en el citoplasma una gran cantidad de
ribosomas, mitocondrias alargadas, aparato de Golgi bien desarrollado y
vesiculas (que se restringen a la porcion apical) relacionadas con la PAS
positividad observada a microscopia oOptica (Figura 35).

Figura 35: Detalle del epitelio del estémago en un embrién libre de Acipenser naccarii de
6 dpe, donde podemos observar células con una forma cilindrica y un ntcleo (N) mas
ovalado, asi como gran cantidad de ribosomas libres (Ri), mitocondrias (m), aparato de

Golgi (G) y vesiculas en el citoplasma apical (flechas). TEM.
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En este momento de desarrollo, como se ilustra en la figura 36, las
glandulas géstricas ya estan formadas y en el citoplasma de las células
oxintico-pépticas destaca el inicio de desarrollo de la red tubulo vesicular en el
citoplasma apical, junto con la gran cantidad de mitocondrias supranucleares.
Las gotas lipidicas son relativamente abundantes en el citoplasma basal y junto
con la presencia de un Aparato de Golgi yuxtanuclear bien desarrollado,
podemos sefialar la ausencia de granulos de secrecion, indicativo de la no

funcionalidad del érgano en estos momentos de desarrollo.

Figura 36: Detalle de las células glandulares géastricas de un embrién libre de Acipenser
naccarii de 6 dpe, donde podemos observar la concentracién de mitocondrias (m) en el
citoplasma apical, una red tdbulo-vesicular apical incipiente (cabeza de flecha), la
presencia de un aparato de Golgi (G) yuxtanuclear y la total ausencia de granulos de
secrecion citoplasmaticos. TEM. L, Luz glandular, GI, gota lipidica; Lb, ldmina basal.
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» Intestino anterior y medio

El proceso de diferenciacion de la mucosa intestinal comienza, como ya
hemos comentado, alrededor de los 3 dias post-eclosion, con la aparicion de
un pliegue oblicuo en la regién dorsal-posterior del saco vitelino y progresa en
direccion postero-anterior, siendo el intestino anterior o pilérico el ultimo en
diferenciarse debido a la presencia de gran cantidad de vitelo en su interior

hasta el dia 8-9 post-eclosion (Figura 37).

En embriones de 3 dias dpe, el intestino no aparece como una estructura
individualizada; su aspecto es el de una bolsa que engloba cierta cantidad de
vitelo y que se encuentra tapizada por un epitelio en diferenciacion (Figura 31).
Los enterocitos presentan un nucleo basal y abundantes inclusiones en el

citoplasma supranuclear correspondientes a granulos de vitelo.

Alrededor del dia 5 post-eclosion se produce un incremento generalizado de
la longitud del intestino y, al mismo tiempo, una distincién clara entre el
intestino pilérico y el medio (Figura 32). La mucosa de la porcion intestinal
pilérica tiene una estructura similar a la del intestino medio, sin embargo,
encontramos diferencias en la orientacién de los pliegues mucosales; en el
intestino pilérico el sentido de plegamiento es transversal a la direccion del
conducto intestinal, mientras que en el intestino medio éstos pasan a ser

oblicuos (Figura 37b).
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Figura 37: a- Imagen panoramica de un embrién libre de Acipenser naccarii de 7 dpe en
seccidn dorso-ventral. H-E. H, Higado; Cr, Corazon; B, boca; EG, Estdmago glandular;
EP, Estdmago pildrico; IA, Intestino anterior; IM, Intestino medio; VE, Valvula espiral. b-
Imagen de la porcién media de un embridn libre de Acipenser naccarii en seccién ventro-
dorsal, donde podemos observar como el sentido del plegamiento de la mucosa
intestinal es perpendicular en el intestino anterior y oblicuo en el intestino medio. PAS-
AA pH 2,5.

Las primeras células caliciformes aparecen en el intestino medio alrededor

del dia 6 post-eclosién y a partir del dia 7 post-eclosiébn podemos observarlas
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en el intestino pildrico. Las células caliciformes se tifien con el azul alcian, tanto
a pH 2,5 como a pH 1, lo que revela la presencia de mucosustancias acidas
carboxiladas (AA pH 2,5 +) y sulfatadas (AA pH 1 +). La reaccion positiva frente
a la técnica combinada PAS-AA pH 2,5 nos indica un predominio de las
mucosustancias acidas, como queda reflejado por la coloracion mostrada por la
célula caliciforme en la figura 38. El epitelio intestinal en este momento consta
ya en una unica capa de células columnares con microvellosidades, células

caliciformes y unas pocas células ciliadas (Figura 38).

Figura 38: Detalle del epitelio intestinal. C, células con microvellosidades; CC, células
ciliadas; CL, células caliciformes (CL). PAS-AA pH 2,5.

Al final del periodo de embrién libre los enterocitos del intestino anterior,

medio y ciegos piléricos revelan rasgos ultraestructurales que los relacionan

con procesos de absorcion de lipidos.
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Las largas microvellosidades apicales muestran invaginaciones basales

implicadas en procesos de endocitosis (Figura 39).

Figura 39: a- Ultraestructura de un enterocito de un embrién libre de Acipenser naccarii
de 7 dpe. TEM. Mv, microvellosidades; m; mitocondrias; Cm, cuerpos de aspecto
multivesicular; RE, reticulo endoplasmico; L, lipidos. b- Detalle de la imagen anterior
donde podemos observar la presencia de particulas lipidicas en el interior de las

cavidades dilatadas del reticulo endoplasmico. TEM.

El citoplasma apical presenta abundantes cuerpos con aspecto
multivesicular constituidos por pequefias particulas lipidicas, junto a gran
cantidad de mitocondrias muy alargadas con crestas transversales y matriz
poco densa. Las cavidades del reticulo endoplasmatico se encuentran
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ampliamente dilatadas y contienen en su interior abundantes particulas
lipidicas de pequefio tamafio (Figura 39 b), desde aqui se dirigen a los
complejos de Golgi a cuyos saculos se incorporan (Figura 40) y, una vez
modificados, se desprenden como grandes vesiculas que se dirigen hacia la
membrana plasmatica lateral, para descargar por exocitosis su contenido en los
espacios intercelulares (Figura 41). Parte de los lipidos absorbidos por la
células, se acumulan en forma de gotitas que coalescen para forman grandes
gotas que se distribuyen por todo el citoplasma y poseen una funcion de

reserva energética (Figura 41).

Figura 40: Detalle del citoplasma en un enterocito de un embridn libre de Acipenser
naccarii donde podemos observar un complejo de Golgi (G,) asi como las vesiculas con
contenido lipoproteico a él asociadas. Los cuerpos de aspecto multivesicular (Cm) se
asocian con el Aparato de Golgi (G). TEM. L, lipidos, m, mitocondrias, RE, reticulo
endoplasmico.
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Figura 41: Detalle del citoplasma en un enterocito de un embridn libre de Acipenser

naccarii, donde podemos observar grandes vesiculas que vierten su contenido lipidico
en los espacios intercelulares (flechas) junto con grandes gotas lipidicas (GL) y

mitocondrias (m). TEM.

En el epitelio intestinal, junto a los enterocitos descritos encontramos
células caliciformes y células cuya superficie apical muestra cilios ademas de
microvellosidades, con caracteristicas ultraestructurales similares a las de los
enterocitos (Figura 42).
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Figura 42: Detalle de las células ciliadas con microvellosidades del epitelio intestinal en
un embrién libre de Acipenser naccarii de 7 dpe. ClI, cilio; Cm, cuerpos de aspecto

multivesicular; m, mitocondrias; Mv, microvellosidades; RE, reticulo endoplasmico.

» Ciegos piléricos

Alrededor de los 6 dias post-eclosion aparece en la zona donde se sitta el
esfinter pilérico una especie de evaginacion de la pared del intestino anterior,
gue empiezan a organizarse en forma de sacos ciegos para formar los ciegos
piloricos (Figura 43a). La mucosa de los apéndices piléricos se diferencia antes
del inicio de la alimentacién exdgena y el epitelio adquiere la tipica estructura

columnar observada en el intestino anterior y medio (Figura 43b).
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Las caracteristicas histoquimicas de los ciegos piléricos son idénticas a las

descritas para el intestino anterior y medio en momentos en estadios similares

de desarrollo.

Figura 43: a - Micrografia panoramica de un embrién libre de Acipenser naccarii en
seccion dorso-ventral momentos antes del inicio de la alimentacién exdgena. PAS. b —
Detalle del epitelio de los ciegos pildricos. Obsérvese la fuerte PAS-positividad (flechas)
mostrada por el ribete en cepillo; la lamina basal aparece débilmente positiva. H, Higado;
EG, Estomago glandular; EP, Estémago pilorico; CP, Ciegos piléricos; IA, Intestino

anterior.
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» Intestino posterior o valvula espiral

La diferenciacion de la valvula espiral tiene lugar muy pronto en el
desarrollo del animal, de hecho hacia el dia 2-3 post-eclosion este segmento
intestinal posee una estructura anatomica muy similar a la ejemplares juveniles
(Figura 44). Durante los primeros dias del periodo de embridn libre el lumen de
la valvula espiral esta recubierto por un epitelio columnar simple con algunas
células ciliadas interpuestas, no existiendo diferencias estructurales entre los

enterocitos de la porcién anterior y posterior de la valvula espiral (Figura 45).

500 pm

Figura 44: Imagen panoradmica de una seccion ventro-dorsal de un embrion libre de
Acipenser naccarii de 3 dpe. H-E. B, Boca; SV, Saco Vitelino; PI, Primordio intestinal; VE,

Valvula espiral; O, Ojo; Tn, Tubo neural.

Figura 45: a - Imagen panoramica de la valvula espiral en un embrién libre de Acipenser
naccarii de 3 dpe en seccion dorso-ventral. H-E. b - Detalle del epitelio de la valvula

espiral. H-E. V, Vitelo; M, Melanina.
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Las primeras células caliciformes aparecen alrededor del dia 3 post-
eclosion; son de pequefio tamafio y poco numerosas en la region anterior,
aumentando su numero hacia la zona mas posterior. Estas células presentan
una fuerte alcianofilia tanto a pH 2,5 como pH 1 (Figuras 46a y 46b), lo que
indica la presencia de mucosustancias acidas (tanto del tipo de las

sialomucinas como sulfomucinas).
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Figura 46: a- Micrografia de la valvula espiral en un embrién libre de Acipenser naccarii
de 3 dpe en seccién dorso-ventral, donde podemos observar las células caliciformes
(flechas). AA pH 1. b- Detalle del epitelio de la valvula espiral en un embridn libre de
Acipenser naccarii de 3 dpe, donde podemos observar una célula caliciforme. AA pH
2,5.
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El interior de la valvula espiral esta lleno de gran cantidad de vitelo, que ir4
siendo consumido conforme el animal se desarrolla. Como un subproducto de
la utilizacion de las reservas vitelinas se produce la acumulacion de melanina
en la luz de la porcion final de la valvula espiral. El depésito continuado de
granulos de melanina conlleva la formacion de una masa que termina por
ocupar toda la luz de la porcidn posterior de la valvula espiral. Dicha masa se
denomina tapon de melanina y sera expulsada justo después de la primera

alimentacion exégena (Figura 47).

Figura 47: a - Imagen panoramica de un embrién libre de 7 dpe en seccién dorso-ventral,

donde podemos observar la valvula espiral con el tapon de melanina. H-E. b- Porcién
final de la valvula espiral mostrando el tapén de melanina. H, Higado; B, boca; Cr,
Corazén; EG, Estdmago glandular; IM, Intestino medio; VE, Vélvula espiral; R, Recto;
TM, Tapon de melanina; A, ano.
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Alrededor del dia 7 post-eclosion el epitelio que tapiza la valvula espiral esta
completamente diferenciado y consta de un estrato simple de enterocitos con
células ciliadas y caliciformes (Figura 48). Los enterocitos poseen
microvellosidades apicales, un ndcleo basal y una gran cantidad de vacuolas
supranucleares. En este momento de desarrollo no existen diferencias
significativas en cuanto a las caracteristicas histolégicas e histoquimicas entre
los enterocitos de la porcion anterior y los de la porcién posterior de la valvula

espiral.

Figura 48: Detalle de un pliegue de la mucosa de la valvula espiral en un embrién libre de
Acipenser naccarii de 7 dpe en seccidn dorso-ventral, donde se puede observar la PAS
positividad de las células caliciformes (CC) y el ribete en cepillo (flecha). PAS.

Las células caliciformes distribuidas tanto en la porcién posterior como en la
anterior de la valvula espiral, estan caracterizadas por su positividad frente a la
técnica combinada del PAS-Azul alcian pH 2,5, lo que indicaria la produccion

de mucosustancias 4cidas y neutras.
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Los estudios con TEM ponen de manifiesto la presencia de enterocitos

columnares con largas microvellosidades apicales y nucleos eucroméaticos

situados en posicion basal. La membrana plasméatica en las caras laterales

presenta numerosas interdigitaciones. En el citoplasma es de destacar la

presencia de numerosos lisosomas, asi como la de mitocondrias y vacuolas

cargadas de particulas lipoproteicas con posicion supranuclear y relacionadas

con el aparato de Golgi (Figura 49).

Figura 49: Detalle del epitelio de la
valvula espiral en un embrién libre de
Acipenser naccarii de 7 dpe, donde
podemos observar enterocitos con
nucleos (N) basales y caras laterales
con numerosas interdigitaciones
(flecha). TEM. m, mitocondrias; Li,
lisosomas; Va, vacuolas con
contenido lipoproteico.
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Intercaladas con las células anteriormente descritas podemos observar
células epiteliales provistas en su polo apical tanto de cilios como de

microvellosidades (Figura 50).

Figura 50: Detalle de una célula ciliada con microvellosidades del epitelio de la valvula
espiral en un embrién libre de Acipenser naccarii de 7 dpe. Ci, cilio; My,

microvellosidades; m, mitocondrias; REr, reticulo endoplasmico rugoso. TEM.

Las caracteristicas ultraestructurales de los enterocitos son bastante
similares a las descritas para el intestino anterior y medio, presentando gran
desarrollo de organulos implicados en el metabolismo lipidico. En el citoplasma
de dichas células junto a gotas lipidicas de tamafio y distribucion variable
(Figuras 51a y 51b), encontramos particulas lipoproteicas resintetizadas a nivel

del reticulo endoplasmatico, organulo celular abundante en el citoplasma
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apical; dichas particulas se dirigen al complejo de Golgi, donde tras su
modificacion y empaquetamiento son descargadas hacia las caras laterales y
basales (Figura 52) pasando desde éstas regiones hacia la sangre a través de

capilares sinusoides (Figura 53).

Figura 51: Micrografias de detalle del citoplasma de los enterocitos de la valvula espiral
de un embrién libre de Acipenser naccarii de 7 dpe. a- Citoplasma apical. b- citoplasma
basal. TEM. V, vesiculas con contenido lipoproteico; G, Aparato de Golgi; GL, gota

lipidica; Lm, Lamina basal; m, mitocondrias; RE, reticulo endoplasmico.
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Figura 52: Micrografia de la porcion
basolateral de un enterocito de la véalvula
espiral en un embrién libre de Acipenser
naccarii de 7dpe, donde podemos observar
como las vesiculas con contenido
lipoproteico (V) se asocian con el aparato
de Golgi (G) y posteriormente se descargan
en los espacios intercelulares y basales
(flecha). TEM.

Figura 53: Detalle del citoplasma

basolateral de un enterocito de la
valvula espiral de un embridn libre
de Acipenser naccarii de 7 dpe,
donde podemos observar
particulas lipidicas (¢) en el
espacio extracelular, cerca de
sinusoides (S). TEM. Lb, Lamina
basal; N, ndcleo; m, mitocondrias;

RE, Reticulo endoplasmico.
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> Recto

En el dia 3 post-eclosion aparece un ano primitivo (Figura 54).

25 pm

Figura 54: Seccién dorsoventral de un embridn libre de Acipenser naccarii de 3 dpe en
seccidn dorso-ventral, donde podemos observar como el ano ya esta formado. H-E. A,

ano; Pu, poro urinario.

Entre los 4 y los 5 dias post-eclosion se produce una diferenciacién de la
porcion final de la valvula espiral, que se estira y estrecha su diametro para
formar un primordio rectal. En este momento el epitelio de revestimiento del
recto estd compuesto por células columnares ciliadas que se disponen en una
Unica capa, interpuestas con algunas células caliciformes. En los dias
posteriores el recto continla aumentando su longitud y el grado de
diferenciacion de su epitelio, aumentando el nimero de células caliciformes y el

de células ciliadas. En este momento de desarrollo los enterocitos del recto
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poseen nudcleos alargados que se sitian en una porcién central, en vez de la
disposicion basal que se observa en los nucleos de los enterocitos de la valvula
espiral (Figura 55).

100 pm

Figura 55: Imagen panoramica de la porcioén posterior de la valvula espiral de un embrién
libre de Acipenser naccarii de 7 dpe en seccién dorso-ventral, donde podemos observar
el recto y el ano. H-E. R, Recto; A, Ano; TM, Tap6n de melanina.

El recto presenta unas caracteristicas histoquimicas similares a las de los
segmentos intestinales anteriormente descritos, asi las células caliciformes,
gue se presentan en una concentracion algo menor que en la valvula espiral,
reaccionan positivamente tanto a la técnica del PAS como a la del AApH 25y
pH 1, hecho que indica que producen una mezcla de mucopolisacaridos
neutros y acidos (Figura 56).
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Figura 56: Imagen del recto (R) y el ano (A) en un embrién libre de Acipenser naccarii de
7 dias post-eclosién en seccion dorso-ventral, donde podemos observar las células

caliciformes (flechas) y el tapén de melanina (TM). AA pH 2,5.

» Glandulas anejas

El rudimento hepatico se observa claramente alrededor de los tres dias
post-eclosion, en posicién dorsal al saco vitelino. Los hepatocitos adoptan una
morfologia poligonal, con un nucleo central y un citoplasma de reducidas
dimensiones, donde pueden observarse vacuolas de gran tamafo (Figura 57).
Estas vacuolas no se tifien con H-E ni con ninguna de las técnicas
histoquimicas utilizadas (PAS, Azul alcian pH 2,5 y Azul alcian pH 1). El
namero de vacuolas posiblemente de naturaleza lipidica en el interior de los

hepatocitos aumenta conforme el embrion va desarrollandose.
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a 250 pym

Figura 57: a - Imagen panoramica de un embridn libre de 3 dpe en seccién dorso-ventral,
donde podemos observar el rudimento hepatico. H-E. b - Detalle de la imagen anterior
donde podemos observar como las células hepaticas comienzan a organizarse en torno

a sinusoides. SV, Saco Vitelino; H, Higado; PI, Primordio intestinal; V, Vitelo.

Los I6bulos hepéticos comienzan a formarse alrededor de 6 dias después
de la eclosion y se pueden diferenciar claramente en embriones de 7 dias post-

eclosion.

La vesicula biliar es otra de las estructuras que aparecen en este momento
del desarrollo; se localiza en el |I6bulo hepatico izquierdo y esta revestida por un
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epitelio monoestratificado cubico, rodeado por una gruesa capa de tejido

conectivo (Figura 58).

Figura 58: a- Imagen panoramica de la porcién corporal anterior de un embridn libre de
Acipenser naccarii de 7 dpe en seccion dorso-ventral, donde podemos observar el
higado (H) y la vesicula biliar (Vb). PAS. EG, Estdmago glandular; EP, Estémago pilérico;

IA, Intestino anterior. b — Imagen aumentada del I6bulo hepético y la vesicula biliar. PAS.

El rudimento del pancreas exocrino aparece en torno a los 6 dias post-
eclosién, como un pequefio nucleo de células localizadas junto los hepatocitos
(Figura 59a). Estas células se organizan en acinos, poseen nucleos basales y
su citoplasma es fuertemente basofilo. En ejemplares de 7 dias post-eclosion,

el tejido pancreatico adquiere una estructura similar a la observada en
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ejemplares juveniles y adultos, formando una especie de cufia en el l6bulo
hepatico izquierdo; en el interior de sus células pueden observarse granulos de

zimégeno (Figura 59b).

Figura 59: a - Imagen panoramica de la porcidn corporal anterior de un embrién libre de
Acipenser naccarii de 7 dpe en seccion dorso-ventral, donde podemos observar el
higado (H) y el pancreas (P). H-E. E, Es6fago; EG, Estdmago glandular. b - Detalle del
tejido pancreatico cuyas células poseen granulos de zimoégeno en su interior (flechas).

H-E. L, luz del acino.
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La ultraestructura de los hepatocitos y de las células acinares pancreaticas
sera descrita en estadios posteriores del desarrollo, donde ya se muestran, de
forma mas explicita, las caracteristicas especificas de estos tipos celulares.

2. PERIODO LECITO-EXOTROFICO

Este periodo se inicia en el momento en el que los embriones libres ingieren
alimento de origen exdgeno por primera vez, hecho que tiene lugar en torno a
los 8 dias después de la eclosion en Acipenser naccarii. Durante los dias que
abarca este periodo, los animales presentan un tipo de alimentacion mixta, ya
que ingieren alimento exdgeno pero también se nutren de los restos de vitelo
gue aun poseen. Se considera que este periodo es critico en el desarrollo
debido a la gran influencia que ejerce tanto en la supervivencia como en el

crecimiento de los embriones libres.

Cuando los embriones libres de Acipenser naccarii inician la alimentacion
ex0gena, poseen una organizacion anatémica e histologica del tracto digestivo
muy similar a la de ejemplares juveniles o adultos. El estbmago presenta una
porcién anterior con glandulas gastricas, encargada de iniciar la digestion
guimica del alimento y una porcién posterior que, aunque carece de glandulas,
facilita el triturado del alimento gracias a la presencia de una capa muscular
muy desarrollada. Los ciegos estan desarrollados y el epitelio intestinal
presenta una gran cantidad de vacuolas citoplasmaticas relacionadas con el
metabolismo lipidico. Se produce la expulsién del tapén de melanina y por
primera vez observamos restos de alimento de origen externo en el lumen de la
valvula espiral. Ademas de lo anterior, las caracteristicas histologicas del
higado y la presencia de granulos de zimégeno en las células pancreéticas,

sugieren un alto grado de funcionalidad del canal alimentario.
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Los contenidos de cada compartimento del sistema en los dias
inmediatamente anteriores y posteriores se expresan en la tabla 12.

DPE ESTOMAGO INTESTINO VALVULA
GLANDULAR  PILORICO ANTERIOR  MEDIO ESPIRAL
i i ] . Tapon de
7d16h Vitelo Vitelo Vitelo Vitelo )
melanina
i . ] . Tapon de
8d Vitelo Vitelo Vitelo Vitelo ]
Melanina
) ) ) _ Tapon de
8d 8h Vitelo Vitelo Vitelo Vitelo ]
Melanina
Vitelo Vitelo ] . Tapon de
8d16h ) ] Vitelo Vitelo ]
y Artemia y Artemia Melanina
Vitelo Vitelo Tapon de
9 . . Artemia Artemia )
y Artemia y Artemia Melanina
Vitelo Vitelo . ) )
9d 8h ) ) Artemia Artemia Artemia
y Artemia y Artemia

DPE: Dias post-eclosion.

Tabla 11: Contenido de las diferentes porciones del tracto gastrointestinal del esturién

Acipenser naccarii durante el periodo lecito-exotrofico.

Los primeros restos de alimento de origen exdgeno pueden observarse en
el estbmago de embriones libres de 8 dias, aunque el tapon de melanina es
aun visible. Al final del dia 9 dpe se produce la expulsion del tapdn de melanina
y el establecimiento de la continuidad entre las diferentes partes del tracto
gastrointestinal. En este momento es posible diferenciar restos de alimento de

origen externo en el lumen de la valvula espiral (Figura 60).
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Figura 60: Imagen panordmica de un juvenil de Acipenser naccarii de 12 dpe en seccion

dorso-ventral, donde podemos observar como tanto la porcién gastrica como la
intestinal (incluyendo la valvula espiral) contienen particulas de alimento exdgeno. PAS.
EG, Estomago glandular; EP, Estémago pilorico; CP, Ciegos piléricos; IA, Intestino

anterior; IM, Intestino medio; VE, Valvula espiral.

» Cavidad orofaringea

Durante el periodo de alimentacion mixta no se establecen cambios de gran
importancia en esta region. El epitelio de la cavidad orofaringea sigue
manteniendo las mismas caracteristicas histologicas e histoquimicas que en el
periodo anterior, los botones gustativos de igual manera mantienen su

estructura histolégica, pero en este periodo son mas numerosos (Figura 61).
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Figura 61: a - Imagen panoramica de la region orofaringea de un juvenil de Acipenser

naccarii de 12 dpe en seccion dorso-ventral. H-E. B, Boca; Br, Branquias; Flechas,
Boton gustativo; Cr, Corazén; EG, Estémago glandular; EP, Estomago pil6rico; H,
Higado; IA, intestino anterior; TN, Tubo neural. b - Detalle de un botén gustativo de la

cavidad orofaringea. H-E.

En embriones de 9 dpe, los dientes presentan forma coénica y han
atravesado ya el epitelio bucofaringeo (Figura 62).
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Figura 62: a - Imagen panoradmica de la porcién corporal anterior de un juvenil de

Acipenser naccarii 12 dpe. FESEM. b - Detalle de los dientes que han atravesado el

epitelio de la cavidad orofaringea. FESEM.

En secciones transversales de microscopia 6ptica se pueden observar
claramente desarrolladas la capa de esmalte, la de dentina y la cavidad pulpar,
lo cual coincide con la estructura tipica descrita para teledsteos (Figura 63).

169



José Ignacio Llorente Lépez

Figura 63: Detalle del epitelio de la cavidad orofaringea de un juvenil de Acipenser
naccarii de 12 dpe, donde podemos observar un diente en seccion dorsoventral. H-E.
Cp, Cavidad pulpar; E, Esmalte; D,Dentina.

» Esofago

El es6fago no experimenta cambios de importancia durante el periodo de
alimentacion mixta y mantiene las mismas caracteristicas histologicas e
histoquimicas que en el periodo lecitotréfico.

» Estémago

El estbmago, que anatomicamente es muy similar al de ejemplares juveniles

y adultos, mantiene las mismas caracteristicas histologicas e histoquimicas

descritas para el periodo anterior. Como Unicos cambios, citar el aumento de
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glandulas gastricas en la porcidén glandular del estdmago y el incremento en el
grosor de las capas musculares del estémago pilérico (Figura 60), datos que
indican un alto grado de especializacion géstrica.

Mientras que el estbmago glandular estaria involucrado en el inicio del
proceso de digestion quimica del alimento mediante la sintesis de pepsindgeno
y HCI en las glandulas gastricas, la porcién pilérica facilitaria la fragmentacion
del alimento mediante las contracciones de sus paredes musculares (Figuras
64ay 64b).

Figura 64: a - Detalle de la pared del estémago glandular de un juvenil de Acipenser
naccarii de 12 dpe en seccion dorso-ventral, donde podemos observar la PAS-
positividad de sus células epiteliales (flechas) y las glandulas gastricas en el corion.
PAS. AE, Alimento exdgeno; G, glandula géstrica.
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Figura 64 b - Detalle de la pared del estbmago pilérico de un juvenil de Acipenser
naccarii de 12 dpe en seccion dorso-ventral, donde podemos observar un epitelio
cilindrico con ribete en cepillo PAS+ (flechas) y un gran desarrollo de la capa muscular

(flecha doble). PAS. AE, alimento exdgeno.

» Intestino anterior, medio y valvula espiral

En el intestino se produce un aumento en la longitud y en el grado de
plegamiento de la mucosa, que afecta a sus diferentes porciones incluidos los
ciegos piloricos, lo cual genera un incremento de la superficie de absorcion
(Figura 65).

Los enterocitos de estas regiones intestinales se especializan en la

absorcion de lipidos, como lo demuestra la presencia de gran cantidad de
vacuolas lipidicas en su citoplasma supranuclear (Figura 66).
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Figura 65: a - Epitelio intestinal de un juvenil de Acipenser naccarii, de 12 dpe en seccion
dorsoventral donde podemos observar como la altura de los pliegues intestinales se ha
incrementado. PAS. b — Imagen panoramica de los ciegos piléricos donde podemos
observar como se ha acrecentado el plegamiento de la mucosa. H-E. CP, Ciegos

piléricos; IA, intestino anterior.
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Figura 66: Porcion pilorica del intestino de un juvenil de Acipenser naccarii de 12 dpe en
seccidon dorso-ventral, donde podemos observar una gran acumulacion de gotas

lipidicas (flechas) en el interior de los enterocitos. PAS.

El epitelio de la valvula espiral mantiene las mismas caracteristicas

histoldgicas e histoquimicas descritas para la fase lecitotréfica.

1.5. Glandulas anejas: Higado y pancreas

En el higado resaltar la mayor vacuolizacion de los hepatocitos y el
establecimiento, alrededor del dia 8 dpe, de la conexion entre el higado vy el

intestino anterior mediante el conducto biliar, que al igual que la vesicula biliar,

esta tapizado por un epitelio columnar simple (Figura 67)
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de la porcidn corporal media de un juvenil de Acipenser

Figura 67: a- Imagen panoramica

- Detalle de

do. H-E. c

iga
del intestino pildrico.

naccarii de 12 dpe en seccidn dorso-ventral. H-E. b - Detalle del H

E. Cb,

H

on

la conexién del conducto biliar con la primera porci

orico;

EP, Estémago pi

Conducto biliar; CP, Ciegos pil6ricos; EG, Estémago glandular;

S, Sinusoide.

H, Higado; IA, Intestino anterior; P, Pancreas;
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El tejido pancredtico adquiere de manera definitiva su estructura
caracteristica en acinos y ademas de la localizacion que poseia en el periodo
anterior, ahora se distribuye también en las proximidades del esfinter pilérico,
justo en el espacio existente entre la porcion glandular del estomago y los
ciegos pildricos, y alrededor de la porcidén anterior de la valvula espiral (Figura
68).

Figura 68: Detalle de la porcién de tejido pancreatico presente en las cercanias de la
valvula espiral de un juvenil Acipenser naccarii de 12 dpe. H-E. IM, intestino medio; P,

pancreas; VE, valvula espiral.
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3. PERIODO EXOTROFICO

El periodo de alimentacion exclusivamente exdgena tiene su inicio cuando
las reservas vitelinas estan completamente reabsorbidas y se prolongara

durante el resto de vida del animal.

La fase de desarrollo inicial de este periodo se denomina juvenil y durante
su transcurso los animales adquieren un sistema digestivo anatémicamente
similar al de adultos (Figura 69) y se instaura la dieta inerte. En Acipenser
naccarii la introduccion de la alimentacion inerte (o destete) se produce entre
uno y tres meses después de la eclosion, variando el momento en funciéon tanto
de la temperatura de desarrollo como de la cantidad y calidad del vitelo. La fase
juvenil en Acipenser naccarii se extiende hasta el momento de la primera

maduracion sexual, momento en el que se inicia la fase adulta.
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Figura 69: Imagen panoramica de un juvenil de Acipenser naccarii de 36 dpe en seccion
dorso-ventral. H-E. B, boca; CP, Ciegos pildricos; Cr, Corazdn; EG, Estdmago glandular;
EP, Estémago pildrico; H = Higado, IA: Intestino anterior; IM, Intestino medio; VE, Valvula

espiral.
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» Cavidad orofaringea

Durante el tiempo que dura este periodo se aprecian pocos cambios
importantes en esta estructura. Unicamente podemos sefialar el aumento inicial
en el namero, grosor y longitud de las estructuras dentarias, que durante la

primera parte del periodo exotréfico siguen manteniendo la misma disposicion

gue en edades anteriores (Figura 70).

Figura 70: a — Imagen panoramica de la
boca de un juvenil de Acipenser naccarii de
3 meses post-eclosion. b — Aumento de la
imagen anterior donde podemos observar
la disposicién de los botones gustativos
(BG) y los dientes (D) en la primera porcion

de la cavidad orofaringea.

c- Detalle de un diente en la

mandibula inferior de un
ejemplar de Acipenser naccarii
de un mes post-eclosion.
FESEM.
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Aunque los ejemplares adultos de Acipenser naccarii no poseen dientes, en
nuestro estudio hemos constatado la presencia de dientes en ejemplares de 3
meses post-eclosion. EI momento concreto de pérdida de las estructuras
dentarias se produce fuera del intervalo de tiempo que abarca este estudio y
puede constituir, junto con otras caracteristicas histoldgicas y funcionales, uno

de los procesos necesarios para la adquisicion del estado adulto.

» Esofago

Durante el periodo de alimentacion exdgena, el Unico cambio de
importancia que tiene lugar en el conducto esofagico es el aumento en el
plegamiento de su mucosa, que pasa a organizarse en pliegues longitudinales
primarios que se conectan con otros pliegues secundarios de menor tamafio y
grosor. El epitelio cilindrico muestra un predominio considerable de células
ciliadas (Figura 71) y abundantes células mucosas, que mantienen las mismas

caracteristicas histoquimicas descritas en el periodo lecito-exotrofico.

¥

Figura 71: Detalle de la

faringea (CO) en un
juvenil de Acipenser
naccarii de 30 dpe.
FESEM. C, células con
micro-vellosidades api-
cales; CC, células ci-
liadas; E, esofago.
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Las células epiteliales analizadas con TEM presentan abundantes y largos
cilios en su porcion apical. Las caras laterales aparecen unidas mediante
complejos de unién bien desarrollados e interdigitaciones. En el citoplasma
apical, por debajo de los corpusculos basales y entre las raices ciliares, se
sittan abundantes mitocondrias de matriz densa que proporcionan la energia
necesaria para el movimiento ciliar (Figura 72). Los ribosomas libres son
abundantes y el aparato de Golgi, bien desarrollado, muestra una disposicion
supranuclear. En ocasiones se observa en el interior celular grandes gotas
lipidicas (Figura 73).

Cl, Cilios

G, aparato de Golgi
Gm, Granulo mucoso
N, nucleo

m, mitocondrias

Rc, Raices ciliares
RE, reticulo

endoplasmico

Ri, Ribosomas

Figura 72: Detalle del epitelio esofagico de un juvenil de Acipenser naccarii, donde

podemos observar células epiteliales con largos cilios y células mucosas. TEM.
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Las células mucosas columnares poseen gran cantidad de granulaciones de
distinta densidad electrénica y descargan su producto de secrecién a la luz por
un mecanismo de apocrinia (Figura 73). Dicho moco, destinado a la lubricacién
y proteccion de la pared esofagica, es repartido sobre la superficie del epitelio

por medio del movimiento ciliar.

Figura 73: Detalle del epitelio esofagico de un juvenil de Acipenser naccarii. TEM. Gm,

granulos mucosos; Gl, Gota lipidica, RE, reticulo endoplasmico.

» Estémago

Una vez adquiridos los habitos de alimentacion adultos, el compartimento

gastrico unicamente sufre cambios en cuanto al plegamiento de su mucosa,
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manteniendo las caracteristicas estructurales e histoquimicas descritas en el
periodo anterior.

Figura 74: a - Imagen panordmica de la porcion media de un juvenil de Acipenser
naccarii de 36 dias dpe en seccion dorso-ventral. H-E. H = Higado, EG: Estomago
glandular; EP: Estdmago pilérico; CP: Ciegos piléricos; IA, Intestino anterior; IM,
Intestino medio; Vb, Vesicula biliar. b — Imagen panoramica del fondo del estémago

glandular. PAS. G, Glandula gastrica. c — Detalle de la pared del estémago pilérico. PAS.
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En el estbmago pilérico la mucosa se organiza en pliegues primarios y
secundarios que tienen una longitud mayor que los presentes en el estbmago
glandular; se produce ademas un aumento en el grosor de sus capas

musculares (Figura 74).

Las células epiteliales gastricas mucosecretoras son cilindricas con nudcleo
basal irregular. Su superficie apical presenta microvellosidades cortas y
espaciadas, provistas de un prominente glicocalix. En el citoplasma, junto con
una abundancia de ribosomas y filamentos intermedios, el caracter mas
llamativo es la presencia de abundantes granulaciones electrodensas,
responsables de la PAS-positividad que se observa en dichas células a

microscopia 6ptica (Figura 75).

Figura 75: Detalle del epitelio
gastrico de un juvenil de
Acipenser naccarii, donde
podemos observar las células
mucosecretoras con micro-
vellosidades apicales y un
prominente glicocalix (flecha
doble). En el citoplasma
podemos sefalar la presencia
de granulos mucosos (Gm) de
diferente grado de elec-
trodensidad. TEM. Ri, ribosomas
libre; Fi, filamentos intermedios;
N, nucleo, RE, Reticulo endo-

plasmico; m, mitocondrias.
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También observamos en el epitelio gastrico junto a las células mucosas
algunas células provistas en su polo apical de abundantes cilios; estas células
se unen por sus caras laterales a las anteriores mediante complejos de unién

caracteristicos, abundantes interdigitaciones y desmosomas (Figura 76).

Figura 76: Detalle del epitelio gastrico de un juvenil de Acipenser naccarii donde
podemos observar como junto a las células mucosecretoras (Cm) se disponen células
con gran cantidad de cilios (Cl). TEM. m, mitocondrias; flechas, interdigitaciones; ¢,

desmosomas; N, nlcleo.

Entre las células epiteliales mucosas, en su porcion basal, se observan

pequefias células endocrinas pertenecientes al sistema entero-endocrino,
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provistas de un gran nucleo y granulaciones de pequefio tamafio, algunas de

ellas de centro denso (Figura 77).

Figura 77: Detalle de la porcion basal del epitelio gastrico, donde podemos observar una
célula endocrina. Obsérvese el gran desarrollo y el trayecto sinuoso de la ldmina basal
(Lb). TEM. Flecha, interdigitaciones; N, nucleo (N).

Las células glandulares oxintico-pépticas muestran en este momento del
desarrollo, las caracteristicas ultraestructurales tipicas de las células
principales y parietales de mamiferos. Estas células, de forma piramidal,
presentan un nacleo basal con un nucleolo bien definido. La superficie apical va
provista de microvellosidades y las células vecinas aparecen fuertemente

unidas mediante complejos de unién y desmosomas. El citoplasma,
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especialmente en su tercio superior, muestra un notable desarrollo de una red
tubulo-vesicular de membranas lisas entre cuyos elementos aparecen
mitocondrias con crestas laminares, matriz homogénea y granulos osmiofilos
(Figura 78).

Figura 78: Detalle de la red tabulo-vesicular en el citoplasma apical de las células
oxintico-pépticas de un juvenil de Acipenser naccarii. TEM. m, mitocondrias; REr,

reticulo endoplasmaético rugoso; Gc, granulos de zimdégeno; Flecha, desmosomas.

En las regiones citoplasméticas basales se observa un notable desarrollo de
los elementos saculares del reticulo endoplasmatico rugoso (REr). Otro
elemento citoplasmatico importante que coexiste con los ya citados es el

conjunto de los granulos de zimégeno con forma esférica, tamafio variable y
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contenido electrodenso, que se descargan en la luz glandular mediante un

proceso de exocitosis (Figura 79).

Figura 79: Detalle de una glandula géastrica en un juvenil de Acipenser naccarii, donde
podemos observar las caracteristicas ultraestructurales de las células oxintico-pépticas.
TEM. L, Luz de la glandula; flecha, red tabulo-vesicular; Gc, granulos de zimégeno; m,
mitocondrias; N, nucleo; Nu, nucleolo; REr, reticulo endoplasmico rugoso; Ri;

ribosomas.

Las caracteristicas ultraestructurales descritas revelan la total funcionalidad

del estbmago glandular en este momento de desarrollo.

187



José Ignacio Llorente Lépez

» Intestino anterior, medio y ciegos piloricos

Durante el periodo de alimentacibn exdgena se produce un aumento
generalizado en el grosor de las capas musculares de la pared intestinal. La
mucosa es la capa de mayor espesor del intestino. Los pliegues mucosales
muestran gran complejidad (Figura 80) y se encuentran limitados por un epitelio
cilindrico simple con borde en cepillo, donde podemos observar abundantes

células ciliadas intercaladas y células caliciformes. Estas ultimas mantienen las

mismas caracteristicas histoquimicas que en el periodo lecito-exotréfico (Figura
81).

Figura 80: a — Imagen panoramica de la
porcion media de wun juvenil de
Acipenser naccarii de 36 dpe en seccién
ventro-dorsal. H-E. b- Detalle del epitelio

del intestino anterior. H-E. ¢ — Detalle
del epitelio del intestino medio. H-E. H =
Higado, EG: Estémago glandular; EP:
Estbmago  pildrico; CP: Ciegos
piléricos; I1A: Intestino anterior; IM:

Intestino medio; VE: Valvula espiral.
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Figura 81: Detalle del epitelio intestinal de un embrién de Acipenser naccarii de 36 dpe
en seccién ventro-dorsal, donde podemos observar células caliciformes (flechas). AA pH
2,5.

Los ciegos piléricos experimentan un aumento generalizado de su tamafio y
de la complejidad de sus pliegues internos (Figura 82). Las caracteristicas
histoquimicas citadas (PAS positividad y alcianofilia a pH 2,5 y 1) para el
intestino se mantienen en este compartimento digestivo (Figura 83).
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Figura 82: a — Imagen panoramica de la porcion media de un juvenil de Acipenser
naccarii de 36 dpe en seccidon ventro-dorsal. H-E. Detalle del epitelio de los ciegos
piléricos. H-E. EG, Estémago glandular; CP, Ciegos pildricos; IA, Intestino anterior; IM,

Intestino medio.
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Figura 83: Detalle del epitelio de los ciegos piléricos de un juvenil de Acipenser naccarii
de 36 dpe en seccién ventro-dorsal. Obsérvese la PAS-positividad mostrada por las

células caliciformes (flechas), asi como por el ribete en cepillo y lalamina basal. PAS.

Con TEM el epitelio intestinal aparece constituido por los tipos de células
relatadas en microscopia 6ptica. Las células caliciformes son muy abundantes
y presentan granulos mucosos de densidad electronica variable, algunos de los
cuales muestran un nucleo de mayor densidad. Dichas caliciformes se
encuentran unidas mediante complejos de unidn e interdigitaciones presentes
en sus caras laterales a las células ciliadas y enterocitos provistos de
microvellosidades apicales (Figura 84). Las células ciliadas presentan en su
superficie apical, junto a largos cilios, microvellosidades ramificadas. En el
citoplasma apical, junto a los corpusculos basales, se observa un desarrollo
considerable de las raices ciliares en cuyas proximidades aparecen
abundantes mitocondrias implicadas, como es habitual, en el aporte de energia
para los movimientos de los cilios (Figura 85).
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Figura 84: a- Detalle de la superficie interna del intestino de un juvenil de Acipenser

naccarii, donde podemos observar la presencia de células con microvellosidades
apicales (C) y células ciliadas (CC). SEM. b- Detalle del epitelio intestinal de un juvenil de
Acipenser naccarii donde podemos observar una célula caliciforme. TEM. Cl, cilios; Mv,
microvellosidades; Rc, raices ciliares; m, mitocondrias; Gm, granulos mucosos; flechas,

interdigitaciones.
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Figura 85: Detalle del citoplasma apical de las células ciliadas del intestino de un juvenil

de Acipenser naccarii donde podemos observar los corplsculos basales (Cb) de los
cilios junto con un desarrollo considerable de las raices ciliares (Rc) y abundantes
mitocondrias (m). TEM. Mv, microvellosidades; N, Ndcleo.

La mayor parte de los enterocitos presentan largas microvellosidades y
escasas invaginaciones pinociticas. Es de destacar la existencia de dos tipos
de enterocitos atendiendo a la densidad de su citoplasma y que podemos
denominar como enterocitos claros y oscuros. Las caracteristicas
ultraestructurales son similares en ambos salvo por el hecho de que las

mitocondrias son mas abundantes en los enterocitos oscuros (Figura 86).
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Figura 86: Detalle del epitelio intestinal de un juvenil de Acipenser naccari donde
podemos observar diferencias en la densidad citoplasmética de los enterocitos. TEM. m,

mitocondrias; Mv. Microvellosidades; N, nicleo; RE, reticulo endoplasmico.

En el citoplasma apical junto a las mitocondrias encontramos un desarrollo
considerable de cisternas de REr cuya cavidad se encuentran bastante dilatada
y contiene un material de cierta densidad electrdnica; en coincidencia con este
desarrollo del REr, los complejos de Golgi aparecen bien desarrollados (Figura
87) y en sus proximidades se encuentran abundantes vesiculas, que también
se observan en el citoplasma basolateral, descargando su contenido
lipoproteico en los estrechos espacios intercelulares (Figura 88). En el
citoplasma basal es de destacar la presencia de abundantes mitocondrias
provistas de granulaciones osmiofilas en posicidon infranuclear junto a cisternas
de REr (Figura 88).
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Figura 87: Detalle del
citoplasma apical de
los enterocitos del
intestino de un juvenil
de Acipenser naccarii
donde podemos obser-
var gran cantidad de
mitocondrias (m), un
reticulo endoplasmico
rugoso (REr) y un
Complejo de Golgi (G)
muy desarrollados.
TEM.

Figura 88: Detalle
del citoplasma baso-
lateral de un ente-
rocito del intestino
de un juvenil de
Acipenser naccarii,
donde podemos
observar gran
cantidad de mito-
condrias (m) y
reticulo endopladsmi-
co rugoso (RER).
| TEM. Lb, lamina
' basal. b- Detalle de

laimagen anterior.
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En las caras laterales destacar la presencia de abundantes desmosomas en
cuyas placas densas se insertan numerosos filamentos intermedios (de

queratina) (Figura 89).

Figura 89: Detalle del citoplasma lateral de los enterocitos de un juvenil de Acipenser
naccarii. TEM. Estrella, desmosomas; m, mitocondrias; REr, reticulo endoplasmaético
rugoso; flechas, vesiculas con contenido lipoproteico.

» Intestino posterior o Valvula espiral

La vélvula espiral presenta la misma estructura histoldgica que las paredes

intestinales. Los pliegues mucosales son mas cortos que en el intestino
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anterior, estando limitados por un epitelio constituido por abundantes células
ciliadas, células caliciformes y enterocitos que presentan un ndcleo que se
localiza en posicién basal y pequefias vacuolas supranucleares, que aumentan

considerablemente a medida que nos desplazamos hacia la region posterior de

la valvula espiral (Figura 90).

Figura 90: a — Detalle del epitelio de la
porcién anterior de la valvula espiral
de un juvenil de Acipenser naccarii de
36 dpe. H.E. b— Detalle de los
enterocitos de la primera porciéon de
la valvula espiral. H-E. C, célula con
microvellosidades; CC, célula ciliada;
CL, célula caliciforme.
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Figura 90: ¢ — Detalle del epitelio de
la porcion posterior de la valvula
espiral de un juvenil de Acipenser
naccarii de 36 dpe. H.E. d- Detalle de
los enterocitos de la porcion
posterior de la vélvula espiral. H.E.
CL, Célula caliciforme; C, célula con
microvellosidades; CC, célula
ciliada.

La valvula espiral mantiene las mismas caracteristicas histoquimicas que en
edades anteriores. Unicamente podemos sefialar un aumento generalizado en
el numero de células caliciformes a lo largo de toda la estructura, pero mucho
mas marcado hacia las regiones posteriores (Figura 91).
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Figura 91: Detalles del epitelio de la valvula espiral (a- porcién anterior; b- porcion
posterior) en un juvenil de Acipenser naccarii de 36 dias dpe, donde podemos observar
como el numero de células caliciformes (flechas) aumenta hacia las regiones més
préximas el recto. AA pH 1.

Los estudios ultraestructurales ponen de manifiesto en la lamina epitelial de
los tipos celulares descritos en microscopia Optica: células ciliadas, células
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caliciformes y enterocitos (Figura 92) aprecidndose mediante SEM un

predominio considerable de las células ciliadas sobre los enterocitos (figura
94).

Figura 92: Montaje de dos imagenes
panoramicas del epitelio de Ia
valvula espiral de un juvenil de
Acipenser naccarii donde podemos
observar enterocitos, células
ciliadas y células caliciformes. Cl,
cilio; flecha, interdigitaciones; Gm,
granulo mucoso; Li, lisosoma; N,
ndcleo; m, mitocondrias; My,
microvellosidades; RE, reticulo

endoplasmico; Va, vacuolas.

Estos Ultimos, presentan caracteristicas ultraestructurales que los
relacionan con la captacion de proteinas de la dieta por pinocitosis. Estas
células, relacionadas con las vecinas mediante complejos de unién e
interdigitaciones (figura 92a), muestran en su borde apical numerosas
microvellosidades de altura y diametro homogéneo y cuyo eje aparece ocupado
por un haz filamentoso que continda en la porcion citoplasmatica subyacente

formado la red terminal. Entre las microvellosidades la membrana plasmética
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forma numerosas invaginaciones tubulares, la mayoria de las cuales, tras
atravesar la region de la red terminal, acaban a nivel subapical entre una vasta
red tdbulo-vesicular (figuras 92a y 93). Las vesiculas pinociticas coalescen
para formar grandes vacuolas. Todos estos elementos membranosos se
localizan en la porcién supranuclear coexistiendo con abundantes lisosomas,
asi como abundantes mitocondrias de crestas tubulares y matriz densa. En las
areas subyacentes a la regién vacuolada se observa un importante desarrollo
del REr y Aparato de Golgi con posicién supranuclear.

Figura 92 a: Detalle de la porcion apical y citoplasma supranuclear de los enterocitos de
la vélvula espiral de un juvenil de Acipenser naccarii donde podemos observar
microvellosidades (Mv) con profundas invaginaciones pinociticas (flecha) y abundantes
vesiculas pinociticas (Va). TEM. Li, lisosomas; m, mitocondrias; RE, reticulo
endoplasmico.
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En las regiones infranucleares se observan algunos perfiles de REr junto a
mitocondrias y ribosomas libres. La membrana plasmatica a su nivel basal

muestra un recorrido sinuoso emitiendo numerosas invaginaciones a las que

acompafia la lamina basal (Figura 92b).

Figura 92 b: Detalle de la porcidn basal de los enterocitos de la valvula espiral de un
juvenil de Acipenser naccarii donde podemos observar nucleos (N) alargados, algunos
perfiles de Reticulo endoplasmico (RE), mitocondrias (m). Obsérvese como la ldmina
basal (Lb) presenta un recorrido sinuoso. TEM.
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Figura 93: Detalle del
citoplasma apical de un
enterocito de la valvula
espiral de un juvenil de
Acipenser naccarii,
donde podemos obser-
var el proceso de capta-
cion de proteinas por
pinocitosis. TEM. Flecha,
invaginacion de la
membrana plasmaética;
Va, vacuola; m, mito-
condrias, RE, reticulo

endoplasmatico.

Figura 94: Imagen
panordmica de la
superficie del epitelio
de la valvula espiral de
un juvenil de
Acipenser naccarii
donde podemos obser-
var como existe un
mayor numero de
células ciliadas (CC)

aue de enterocitos (C).
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> Recto

El recto continlda aumentando su longitud y el grosor de sus capas,
incrementandose también el numero de células ciliadas epiteliales. En esta
zona puede observarse una concentracién de caliciformes un poco mas alta
gue en la valvula espiral. Estas células se tifien de color purpura con la técnica
combinada del PAS-Azul alcian pH 2,5, por lo que producen mucopolisacéaridos

neutros y acidos (Figura 95).

Figura 95: Imagen panoramica de la porcion posterior de un juvenil de Acipenser
naccarii de 36 dpe en seccidon dorso-ventral, donde podemos observar el final de la
valvula espiral (VE) y el recto (R). AA pH 1. Obsérvese el incremento gradual en el

nimero de células caliciformes hacia el ano.

En la tabla 12 se exponen, a modo de resumen, las caracteristicas

histoquimicas de cada uno de los segmentos del tracto gastrointestinal del
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Acipenser naccarii, durante los diferentes periodos por los que atraviesa a lo

largo de su desarrollo ontogénico.

PERIOD’O PERIODO PERIODO
LECITOTROFICO LECITO- ]
3 EXOTROFICO
3 dpe 6 dpe 7 dpe EXOTROFICO
AA | AA AA | AA AA | AA AA | AA AA | AA
PAS PAS PAS PAS PAS
2,5 1 2,5 1 25| 1 2,5 1 2,5 1
Oro-faringe + - - ++ + - ++ + - +++ + - +++ + -
Esofago - - - + + - ++ | ++ + ++ | | | | |
E. glandular - - - + - - ++ - - +++ - -
E. pilérico - - - - - - + - - ++ - - +++ - -
I. Anterior - + - - + + + ++ + ++ | ++ + 4+ | 4+ |+
I. Medio - + + + + + ++ + + ++ | A | | A | A |
V. Espiral - + + + + + ++ | ++ + | |+t + +++ | ++ | ++

Tabla 12: Distribucion de los glicoconjugados neutros y acidos producidos por las
células caliciformes en diferentes momentos del desarrollo a lo largo de diferentes
regiones del tracto digestivo de Acipenser naccarii. -, Negativo; +, Débilmente positivo;

++, Positivo; +++, Fuertemente positivo.

» Glandulas anejas

Desde el momento en el que se adopta la alimentacién exdgena ni el
higado ni el pancreas sufren cambios en su estructura histoldgica. En el higado
Gnicamente puede sefialarse el aumento en el diametro de la vesicula biliar y el

leve descenso en la vacuolizacion de los hepatocitos (Figura 96).
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Figura 96: a - Imagen panoramica de la porcién media de un juvenil de Acipenser
naccarii de 36 dpe en seccién dorso-ventral. H-E. B, Boca; Br, Branquias; Cr, corazén;
EG, Estémago glandular; EP, Estémago pilérico; CP, Ciegos piléricos; H, Higado; Vb,
Vesicula biliar. b — Detalle del higado, donde podemos observar el alto grado de

vacuolizacion lipidica de los hepatocitos. Azul de toluidina. VI, vacuola lipidica.

Con Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) los hepatocitos
muestran un nudcleo redondeado muy regular, con uno o dos nucleolos

prominentes y posicion excéntrica. El citoplasma es rico en reticulo
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endoplasmatico rugoso formado por apilamientos de cisternas que se
disponen, preferentemente, en posicion perinuclear y en la zona periférica de la
célula. Las abundantes mitocondrias presentan crestas tubulares y una matriz
de moderada densidad electrénica, junto a ellas se observan abundantes
cuerpos densos (lisosomas o peroxisomas). Ademas, junto a escasas regiones
citoplasmaticas con glucégeno, encontramos grandes areas ocupadas por
gotas lipidicas de didmetro variable, responsables de la vacuolizacién descrita
en microscopia 6ptica (Figura 97).

Figura 97: Imagen panoramica del tejido hepatico de un juvenil de Acipenser naccarii,
donde podemos observar hepatocitos con nucleo (N) excéntrico y un citoplasmarico en
reticulo endoplasmatico rugoso (REr), mitocondrias (m), cuerpos densos (flechas) y
grandes gotas lipidicas (Gl). TEM.
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Desde las zonas laterales de los hepatocitos se observan microvellosidades

tortuosas que se extienden en los canaliculos biliares (Figura 98).

Figura 98: Imagen panoramica del tejido hepético de un juvenil de Acipenser naccarii
donde podemos observar como los hepatocitos en sus caras laterales presentan
microvellosidades tortuosas (flechas) que se extienden en los canaliculos biliares (Cb).
TEM. Li, lisosoma; N, nucleo; Nu, nucleolo; m, mitocondrias; REr, reticulo

endoplasmatico rugoso.

El pancreas se localiza en las cercanias del intestino medio y se dispone
como una “cufia” de tejido en el espacio existente entre el estbmago glandular

y el intestino anterior. Este érgano mantiene durante el periodo exotréfico la
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misma estructura histologica que durante el periodo de alimentacion mixta
(Figura 99).

Figura 99: a — Imagen panoramica de la porcidn media de un juvenil de Acipenser
naccarii de 36 dpe en secciéon dorso-ventral. PAS. EG: Estobmago glandular; CP, Ciegos
piléricos; IA, Intestino anterior; IM, Intestino medio; P, Pancreas. b — Detalle del tejido

pancreatico. PAS. L, luz del acino.
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En los andlisis con TEM, las células pancreéticas exocrinas se unen a las
vecinas mediante complejos de union bien desarrollados, constituyendo los
tipicos acinos en cuya luz encontramos algunas microvellosidades procedentes
de la membrana plasmatica apical. A lo largo de las caras laterales las células
se unen, ademas, mediante interdigitaciones. El nucleo, grande, redondeado,
eucromatico se sitia en la parte basal de la célula y el citoplasma es
particularmente abundante en REr, pero también es de sefialar la presencia de
mitocondrias y granulos de secrecién (Figura 100); éstos ultimos se acumulan
en el citoplasma apical para descargar su contenido en la luz mediante un

proceso de exocitosis (Figura 101).

Figura 100: Imagen panordmica de un acino pancreatico de un juvenil de Acipenser
naccarii donde podemos observar células con un nucleo basal y un citoplasma rico en
reticulo endoplasmatico rugoso (REr), mitocondrias (m) y granulos de secreciéon (Gs).
TEM.
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Figura 101: Imagen panoramica de la porcion apical de un acino pancreéatico en un
juvenil de Acipenser naccarii donde podemos observar el gran desarrollo del reticulo
endoplasmatico rugoso (REr) y la acumulaciéon de granulos de secrecion (Gs) que seran

expulsados al exterior mediante exocitosis. TEM.
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Resultados: Actividades Enziméaticas

1. ACTIVIDAD ESPECIFICA a-AMILASICA

La determinacion de la actividad especifica a-amilasa (’“U/mg de proteina) en
homogenados realizados con animales pertenecientes a distintas etapas del
desarrollo ontogénico del esturion Acipenser naccarii (Tablas 13 y 14 y Gréfica
3), muestra que dicha actividad se manifiesta durante el desarrollo del embrién
en los dias que ha sido determinada (3 y 7 después de la fecundacion) siendo
mayor en el dia 7 que en el 3 después de la fecundacién. La actividad de la
enzima no es detectada al final del periodo de alimentacion endégena 13y 14
dias post-fecundacion (6 y 7 dias post-eclosion) y vuelve a mostrarse al inicio
de la alimentacion mixta (desde el dia 14,5 al 17 post-fecundacion) donde sufre
un fuerte incremento. Tras este periodo, no se vuelve a detectar actividad hasta
el mes después de la fecundacién (23 dias después de la eclosion). Los
cambios observados en la actividad enzimética en funcién del peso de tejido

siguen la misma pauta que los comentados para la actividad especifica.

DIAS POST- CONTENIDO EN muU/mg muU/g
FECUNDACION PROTEINA (mg/ml) PROTEINA TEJIDO
3 2,75+£0,13 4,62+0,70 63,61+10,58
7 0,96+0,07 22,72+8,54 105,33+33,94
ECLOSION
13 5,17+0,02 0,00+0,00 0,00 £0,00
14 3,67+0,58 0,00+0,00 0,00 £0,00
ALIMENTACION EXOGENA
14,5 5,37+0,48 34,27+5,38 302,45+20,72
15 6,66+0,18 11,74+11,74 126,78+126,78
16 3,40+0,15 17,29+3,12 93,60+53,57
17 3,42+0,08 21,94+1,74 125,14+11,11
20 4,28+0,13 0,00+0,00 0,00+0,00
21 1,38+0,24 0,00+0,00 0,00+0,00
24 1,37+0,14 0,00+0,00 0,00£0,00
31 4,58+0,27 15,29+3,77 117,43+32,51
35 4,40+0,24 22,31+7,54 156,12+27,86
38 4,48+0,06 4,00+0,0,57 22,01+8,65

Tabla 13: Evolucion de la actividad a-amilasa durante las primeras fases de vida del

esturién Acipenser naccarii.
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FASE DE DESARROLLO EMBRIONARIO

EMBRION
HUEVO LIBRE JUVENIL
DIAS POST-FECUNDACION
3 7 31 | 35 | 38
pH 1,5 E
C
H3
P L
pH 4,5 o
S
pH 7
I
pH 8,5 o)
pH9 N
pH 10

. Actividad media . Actividad fuerte

Actividad baja

Tabla 14: Evolucién cuantitativa del contenido enzimatico durante las primeras fases del

ciclo vital de Acipenser naccarii.

Amilasa

ALIMENTACION

ECLOSION EXOGENA

40 - !

30 -
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mU/mg P
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

EMBRION

Dias post-fecundacion

Grafica 3: Evolucion de la actividad a-amilasica (mU/mg P) en las primeras fases del

ciclo biolégico del esturiéon Acipenser naccarii.
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2. ACTIVIDAD PROTEASICA

Por lo que respecta a la actividad proteasica encontrada en el esturion

Acipenser naccarii en diferentes etapas del desarrollo ontogénico, hay que

distinguir entre actividades proteasicas con pH éptimo de actuacién acido (1,5,

3y 4,5) y proteasas con pH optimo de actuacién neutro-alcalino (7, 8,5, 9 y 10)

(Tablas 15y 16).

mU/mg Proteina

DIAS POST- o
FECUNDACION T > 75 - 5% 5 -
3 2,84 2,80 2,14 1,07 0,00 0,00 2,43
+1,05 +0,45 +1,07 +0,22 +0,00 +0,00 +0,45
7 0,00 3,85 7,92 5,84 16,61 4,28 5,55
+0,00 +0,66 +0,06 +1,89 +9,78 +1,29 +1,39
ECLOSION
13 0,00 0,00 0,00 0,00 4,64 8,25 0,00
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +2,50 +0,54 +0,00
14 0,00 0,00 0,00 4,08 2,96 18,64 17,04
+0,00 +0,00 +0,00 +2,43 +1,32 +2,76 +0,17
INICIO ALIMENTACION EXOGENA

145 5,81 1,95 0,00 0,00 7,87 9,15 5,47
: +1,35 +0,22 +0,00 +0,00 +1,84 +0,43 +1,09
15 0,00 7,32 0,00 3,57 6,67 8,65 421
+0,00 +1,46 +0,00 +0,40 +0,81 +1,.24 +0,60

16 4,14 3,52 0,00 0,00 14,60 32,96 0,00
+0,07 +2,70 +0,00 +0,00 +5,62 +1,64 +0,00

27 0,00 0,00 0,00 0,00 11,45 8,87 0,00
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +6,18 +4,03 +0,00

20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,86 0,00
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,37 +0,00

21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 13,29 0,00
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +2,66 +0,00

24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,54 0,00
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,50 +0,00
31 0,00 0,00 0,00 0,00 4,85 7.81 14,13
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,35 +3,50 +2.75

35 0,00 0,00 4,84 9,89 6,51 7,54 6,24
+0,00 +0,00 +0,59 +1,42 +1,51 +2,07 +1,46

38 0,00 0,00 5,87 10,53 3,87 10,72 1,51
+0,00 +0,00 +0,66 +1,84 +0,52 +5,04 +0,40

Tabla 15: Evolucion de la actividad proteasica digestiva durante las primeras fases del

ciclo biolégico del esturion Acipenser naccarii
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Los valores encontrados en las actividades enzimaticas, expresados en
funcion del contenido en proteina (actividad especifica) son en general

extrapolables a los expresados en funcion del peso del tejido.

mU/mg Proteina

DIAS POST-

FECUNDACION pH
1,5 3 4.5 7 8,5 9 10

3 29,81 18,78 16,55 8,89 0,00 0,00 18,94
+1,86 +3,29 +7,85 +1,59 +0,00 +0,00 +2,62

7 0,00 17,79 38,05 29,90 33,44 23,55 27,84
+0,00 +0,99 +1,48 +12,60 +1,11 +7,08 +7,45

ECLOSION
13 0,00 0,00 0,00 0,00 120,08 212,74 0,00
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +65,23 +12,60 +0,00
14 0,00 0,00 0,00 57,82 64,49 315,03 299,46
+0,00 +0,00 +0,00 +25,20 +31,87 +42,25 +80,05
INICIO ALIMENTACION EXOGENA

145 152,70 5,21 0,00 0,00 206,81 244,61 7,31
! 122,24 +1,04 +0,00 +0,00 +30,39 +10,38 +1,04

15 0,00 17,38 0,00 8,25 223,85 20,53 9,99
+0,00 +2,49 +0,00 +1,65 +34,10 +2,28 +1,11

16 70,42 65,23 0,00 0,00 166,04 606,33 0,00
+6,67 +50,40 +0,00 +0,00 +17,79 +23,72 +0,00

27 0,00 0,00 0,00 0,00 179,38 160,60 0,00
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +90,43 +73,48 +0,00

20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,17 0,00
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,45 +0,00

21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 107,61 0,00
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +21,54 +0,00

24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,76 0,00
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,25 +0,00
31 0,00 0,00 0,00 0,00 117,59 187,94 321,51
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +9,64 +86,59 +91,20
35 0,00 0,00 103,77 214,46 141,33 161,59 140,84
+0,00 +0,00 +2,96 +21,32 +29,90 +35,98 +38,00

38 0,00 0,00 131,20 232,75 85,98 237,69 33,60
+0,00 +0,00 +11,01 +40,03 +11,23 +110,67 +8,62

Tabla 16: Evolucion de la actividad protedsica durante las primeras fases de vida del

esturién Acipenser naccarii.

La actividad proteasica acida correspondiente a los pH 1,5y 3 sdélo aparece
durante el estado embrionario (dias 3 y 7 post-fecundacioén) y posteriormente al

comienzo del periodo de alimentacion mixta (dias 14,5, 15 y 16 post-
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fecundacion) (Grafica 4). La actividad protedsica con pH optimo de actuacion a
4,5 también aparece en el periodo embrionario, pero no aparece al comienzo
de la alimentacién exdgena y sélo se detecta al mes después de la fecundacion
(23 dias después de la eclosion) (Gréfica 5).
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Gréfica 4 (a-b): Evolucion de las actividades especificas proteasicas digestivas con pH
Optimo de actuacion 1,5y 3 durante las primeras fases del ciclo biolégico del esturién

Acipenser naccarii.
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Grafica 5: Evolucién de la actividad especifica proteasica digestiva con pH éptimo de
actuacion 4’5 durante las primeras fases del ciclo biolégico del esturion Acipenser

naccarii.

La proteasa con pH Optimo de actuacién de 7 sigue una evolucion muy
parecida a la actividad a-amilasa, es decir, se detecta durante el periodo
embrionario, al principio de la alimentacion exdégena y al mes después de la
fecundacion (23 dias después de la eclosion) (Gréfica 6).
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Grafica 6: Evolucidn de las actividades especificas proteasicas digestivas con pH éptimo
de actuacién 7 durante las primeras fases del ciclo biolégico del esturion Acipenser
naccarii.
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Las proteasas alcalinas experimentan un aumento tras el suministro de la
primera comida. Posteriormente las actividades descienden en torno al mes
después de la fecundacion (23 dias después de la eclosion). Hay que destacar
gue los valores en la actividad proteasica son mayores en el dia 7 que en 3

dias después de la fecundacion (Graficas 7 y 8).
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Grafica 7 (a-b): Evolucion de las actividades especificas proteasicas digestivas con pH
Optimo de actuacion 8,5y 9 durante las primeras fases del ciclo biolégico de Acipenser

naccarii.
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ECLOSION EXOGENA

ALIMENTACION

EMBRION

10 12 14 16 1

8 20 22

Dias post-fecunda

Grafica 8: Evolucién de las actividad especifica proteasica digestiva con pH 6ptimo de
actuacion 10 durante las primeras fases del ciclo biol6gico de Acipenser naccarii.
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Discusioén

La creciente demanda de productos derivados del esturion a lo largo de los
ultimos afios (caviar y carne principalmente), junto con el importante descenso
en las capturas procedentes de la actividad extractiva, motivado por factores
derivados de la presion antropogénica sobre el medio ambiente (tales como la
contaminacion de los cursos de agua, la construccion de presas, la sobrepesca,
etc.), han generado un gran numero de investigaciones por parte de la
comunidad cientifica internacional encaminadas a la conservacion de las
poblaciones de este grupo de especies y de sus habitats (Bemis y col.., 1997;
Billard & Lecointre, 2001).

Diferentes caracteristicas tales como la alta tasa de crecimiento, la
resistencia a patdgenos y la obtencion de productos con alto valor econémico
condujeron a pensar que la acuicultura podia jugar un papel muy importante en
la conservacion de estas especies en peligro de extincidon, mediante técnicas
de produccién bajo condiciones controladas. Aunque los intentos de cria en
cautividad de Acipenseriformes se iniciaron con la entrada del siglo XX
(Buddington & Christofferson, 1985), en la actualidad la produccion de juveniles
sigue siendo considerada como una de las etapas mas determinantes y
dificultosas en el cultivo intensivo de los esturiones ya que tras la eclosion y el
consumo de las reservas vitelinas se produce una alta tasa de mortalidad,
pues la supervivencia esta relacionada no solo con el sistema de produccion
utilizado sino también con el estado nutricional de los animales (Gisbert &
Williot, 2002) .

El escaso conocimiento de las caracteristicas digestivas de los esturiones
desde los primeros dias de vida ha llevado a diferentes grupos de investigacion
a centrar sus esfuerzos en la comprension del desarrollo ontogénico del tracto
gastrointestinal, bajo condiciones controladas (Buddington & Christofferson,
1985; Buddington & Doroshov, 1986; Gawlicka y col., 1995; Gisbert y col.,
1998, 1999; Boglione y col., 1999; Cataldi y col., 2002; Gisbert & Doroshov,
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2003). Boglione y col. en un trabajo publicado en 1999 estudiaron las etapas
iniciales de desarrollo de Acipenser naccarii, aunque los propios autores
confirman la parcialidad de su trabajo y apuntan a la necesidad de estudios
mas completos. Atendiendo a las descripciones realizadas por diferentes
autores sobre el desarrollo ontogénico de distintas especies de esturion: el
esturion del Danubio Acipenser gueldenstaedti (Dettlaff y col.,1993), el esturién
blanco Acipenser transmontanus (Gawlicka y col.,1995), el esturidon siberiano
Acipenser baerii (Gisbert y col.,1998, 1999) y el esturion verde Acipenser
medirostris (Deng y col.,2002); y a nuestros resultados en el esturién del
Adriatico Acipenser naccarii, podemos afirmar que el proceso de diferenciacion
del sistema digestivo es muy similar a lo largo de los Acipenséridos, aunque
presenta variaciones de orden temporal. Estas diferencias, que también han
sido observadas en varias especies de teledsteos como Limanda ferruginea
(Howell, 1980) y Epinephelus coioides (Toledo y col.; 2004) entre otras, estan
relacionadas con la temperatura de incubacion, que es directamente
proporcional a la tasa de absorcion de vitelo e inversamente proporcional a la
eficiencia con que éste ultimo es utilizado por los tejidos de los animales, de
manera que las temperaturas mas bajas generan periodos de incubacién mas

largos y producen un descendencia de gran calidad (Hardy & Litvak, 2004).

En Acipenser naccarii, al igual que en el resto de representantes de la
familia Acipenseridae, la histogénesis del tracto digestivo es asincronica
(Buddington & Doroshov, 1986) y procede desde la porciéon posterior a la
anterior, siendo la valvula espiral la primera estructura en diferenciarse (1 dpe)
y el estobmago glandular la ultima (7 dpe), justo antes del inicio de la

alimentacion exdgena).
En el momento de la eclosion, los embriones de Acipenser naccarii, al igual

que en las otras especies de esturion estudiadas (Detlaff y col., 1993; Gisbert y

col., 1998, 1999; Gisbert & Doroshov, 2003) y diferentes especies de teledsteos
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entre las que podemos citar Gadus morhua (Kjgrsvik y col.,, 1991) y
Scophthalmus maximus (Segner y col., 1994), presentan un tracto
gastrointestinal parcialmente diferenciado, no comunicado con el exterior y
representado por un gran saco vitelino y un esbozo de valvula espiral. Debido a
este grado inicial de desarrollo, durante los primeros dias de vida los embriones
se alimentan exclusivamente de los nutrientes que aporta el vitelo, asimilando
principalmente las proteinas y los carbohidratos mientras que los lipidos
parecen ser almacenados mayoritariamente en el higado y en el epitelio
intestinal para ser utilizados cuando se inicia la alimentacién exdgena (Lazo,
2000).

En este momento de desarrollo, el epitelio que rodea al gran saco vitelino
de los embriones de Acipenser naccarii, de origen endodérmico, estd en
proceso de diferenciacion y presenta un gran numero de vacuolas
supranucleares que muestran diferente densidad electronica en las imagenes
de microscopia electronica y que, al igual que en embriones de Acipenser
baerii recién eclosionados, contienen granulos de vitelo tanto de naturaleza
proteica como lipidica (Gisbert y col.;1998). Dettlaff y col. en un libro publicado
en 1993, relacionan la gran cantidad de inclusiones vitelinas en las células
endodérmicas del saco vitelino de los esturiones con la participacién de este

epitelio en la diferenciacion del tracto gastrointestinal.

Nuestros resultados ponen de manifiesto la acumulacion de numerosas y
grandes vacuolas lipidicas en las células del epitelio intestinal de los embriones
recién eclosionados de Acipenser naccarii; este hecho en diferentes especies
de teledsteos se considera como un indicador de la presencia de mecanismos
de absorcion lipidica incipientes (Segner y col., 1994; Sarasquete y col., 1995;
Ribeiro y col., 1999) y consecuencia de la ausencia de lipdlisis y una reducida
capacidad para la movilizacion de substancias lipidicas durante las primeras

fases de desarrollo (Buddington & Christofferson, 1985).
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La presencia de actividades enzimaticas durante el periodo embrionario de
Acipenser naccarii, concretamente a-amilasa y proteasas acidas y neutras,
puede explicarse atendiendo a dos hechos fundamentales: la digestién de los
componentes del vitelo y la preparacion de la cubierta embrionaria para la
eclosion. En embriones recién eclosionados de esturién siberiano, Acipenser
baeri, Gisberty col., (1999) relacionan la deteccidén de actividades enzimaticas
en el endodermo del saco vitelino con la captacién del vitelo por medio de

pinocitosis y su posterior digestion intracelular.

Detlaff y col., (1993), describen la presencia de la glandula de la eclosion en
los Acipenseriformes situada en posicién ventral debajo de la cabeza del
embrion; dicha glandula secreta una sustancia que ablanda y disminuye el
grosor de la envoltura embrionaria. Probablemente esta secrecion esté
constituida por un complejo multienzimético en el que figuren entre otras,
actividades amilasicas y protedsicas. Nuestros resultados muestran un
aumento de dichas actividades en los dias mas cercanos a la eclosion. Este
complejo multienzimatico ha sido descrito en otras especies de peces, como es
el caso de Oryzias latipes, donde se conoce como corionasa (Yamagami, 1972)
y estd formado por dos enzimas proteoliticos que actian de forma sincrénica

hidrolizando el corion del huevo (Yasumasu & Yamagami, 2004).

1. Cavidad orofaringea

En Acipenser naccarii, segun nuestros resultados, la apertura de la boca se
produce en torno al dia 3 dpe, lo que concuerda con un estudio anterior
realizado por Boglione y col., en 1999 en la misma especie y con las directrices
propuestas por Buddington & Christofferson en 1985 para los Condrdsteos.
Inicialmente la cavidad orofaringea de Acipenser naccarii esta llena de vitelo y
tapizada por un epitelio estratificado cubico que posee algunas células ciliadas

interpuestas.
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En las células de este epitelio se produce la acumulacion de una gran
cantidad de granulos de vitelo y melanina, lo que segun Gisbert y col. (1998) en
un estudio en Acipenser baeri puede relacionarse con la participacion del
endodermo del saco vitelino en la formacion de las estructuras digestivas.
Estas inclusiones de las células del epitelio bucofaringeo desaparecen, al igual
que en otras especies de esturion, alrededor del dia 5 después de la eclosién
(Gisbert y col., 1999)

Diferentes autores han relacionado la presencia de células ciliadas en el
epitelio bucofaringeo de los peces con la facilitacion del paso del alimento
hacia el estbmago y sefalan su importancia en los momentos en los que el ano

aun no esta abierto (Iwai & Rosenthal, 1981; Morrison, 1993).

Otra de las estructuras presentes en el epitelio bucofaringeo de los
Acipenseriformes son los botones gustativos, cuyos esbozos en Acipenser
naccarii aparecen entre los 3 y 4 dpe en las barbillas, apareciendo un dia
después en los labios. Alrededor del dia 6 dpe estas estructuras sensitivas son
muy abundantes en el epitelio bucal y se distribuyen por toda la cavidad
orofaringea y la primera porcion de la camara branquial, organizandose en
arcos regulares. En los esturiones existen diferencias funcionales entre los
botones gustativos de las barbillas y los de la cavidad orofaringea; mientras
gue los primeros estarian especializados en la recepcion de sabores amargos y
acidos, los segundos serian capaces de identificar ademas los sabores salados
(Kasumyan & Kazhalye, 1993). Teniendo en cuenta estas diferencias, puede
afirmarse que los botones gustativos presentes en las barbillas de los
Acipenséridos participarian en la seleccion y evaluacion del alimento mientras
que los que se distribuyen por la orofaringe discriminarian qué particulas
alimentarias pasan al es6fago. Apoyandose en lo anterior Boglione et a. (1999)

observaron que el desarrollo de las zonas sensoriales gustativas en Acipenser
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naccarii se producia de forma secuencial, primero en las regidon extraoral y en
la faringe y posteriormente en el techo y en el suelo del paladar
respectivamente. Esta secuencia de desarrollo también ha sido observada en
Acipenser nudiventris, mientras que en Acipenser persicus los botones
gustativos del techo del paladar son los ultimos en diferenciarse (Devitsina &
Gazdhieva, 1996).

Aunque Reuter y col. (1973) relacionaron esta especializacion funcional de
los botones gustativos con cambios en su morfologia entre las distintas
regiones sensoriales de la cavidad orofaringea de los peces, en Acipenser
naccarii esta analogia no estd ain muy clara y necesita de un estudio mas

especifico.

Aunque los resultados histoquimicos confirman que la primera aparicién de
células mucosas en el epitelio bucofaringeo de Acipenser naccarii se sitla
alrededor de los 5 dpe, su funcionalidad no es completa hasta el momento de
la primera alimentacion exogena. En el esturion siberiano A. baeri tiene lugar
un suceso parecido y Gisbert y col. (1999) confirman que este hecho no
concuerda con lo que sucede en otras especies de peces, en concreto la
dorada (Sparus aurata) y el rodaballo (Scophthalmus maximus), donde las
células mucosas no aparecen en la boca hasta tiempo después de iniciada la
alimentacion exogena (Cousin & Baudin-Laurencin, 1985; Sarasquete y col.,
1995). Las técnicas histoquimicas utilizadas indican la presencia en las citadas
células de mucosustancias neutras (PAS positividad) y acidas (Alcianofilia +)
en el momento de la primera alimentaciéon exdgena. Domeneghini y col. (1998)
confirmaron la presencia de estos dos tipos de secreciones mucosas en el
epitelio bucofaringeo de embriones y juveniles de dorada y los relacionaron con
un mecanismo que permite a los animales responder a los cambios

ambientales mediante el mantenimiento del equilibrio osmético.
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Una de las principales caracteristicas de los esturiones es la presencia de
estructuras dentarias durante las primeras fases de desarrollo y su ausencia en
los estadios adultos. Este fendmeno también ha sido descrito en otras especies
como Hoplosternum littorale (Machado-Allison, 1986). Segun Brannon y col.
(1983), la presencia de dientes durante los primeros momentos de desarrollo
del esturién blanco (Acipenser transmontanus) se relaciona con el tipo de dieta
(invertebrados bentoénicos) y ademas, ayudaria a que el alimento pasara de

una forma mas fragmentada a la porcion gastrica.

En los esturiones no existe reemplazo dentario, por lo que como
consecuencia del continuo crecimiento de las mandibulas con el desarrollo,
llega un momento en que los dientes se desprenden (Grande & Bemis, 1991).
Este proceso mediante el cual los esturiones pierden sus dientes al alcanzar el
estado adulto ha sido observado también en algunos siluriformes (Golubtsov y
col., 2003) y diferentes especies de vertebrados no-mamiferos (Clemen &
Greven, 1994; Huysseune & Sire, 1998).

2. Esofago

El eséfago en los peces es una estructura tubular de poca longitud, limitado
por epitelio un estratificado constituido por células con microvellosidades
apicales, células mucosas y unas pocas células ciliadas interpuestas
(Campbell, 2004). En los peces eurihalinos como la anguila europea Anguilla
anguilla, el conducto esofagico juega un importante papel en la
osmorregulacion (Abaurrea-Equisoain & Ostos-Garrido, 1996). En los
esturiones, como en otros peces de agua dulce, el patrén de plegamiento de la
mucosa del eséfago es mas sencillo que en las especies de teledsteos marinos
((vyamamoto & Hirano, 1978; Simmoneaux y col., 1987; Grau y col., 1992;
Buddington & Christofferson, 1985). Cataldi y col.. (1995) realizaron un estudio

con juveniles de Acipenser naccarii en el que se compararon ejemplares
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dulceacuicolas e individuos aclimatados al agua marina, no encontrando
diferencias en la estructura histolégica esofagica entre los dos lotes
experimentales. Como la mayor parte de los esturiones, excepto Huso huso,
Acipenser naccarii es considerada una especie anadroma (Rochard y col.,
1990) y, a pesar de las investigaciones recientes, aun no se ha demostrado
ningun tipo de relacion entre el eséfago y las capacidades de osmorregulaciéon
(Martinez Alvarez, 2003).

En Acipenser naccarii, nuestros resultados indican que la estructura
histologica del esdfago es idéntica a la observada en otros esturiones y
diferentes especies de teledsteos, con una porcion anterior caracterizada por
una gran cantidad de células mucosas y una porcion posterior con abundantes
células provistas de cilios de gran tamafio y un menor namero de células
mucosas. Esta disposicion también ha sido descrita por Gisbert y col. (1998) en
Acipenser baeri para fases de desarrollo equivalentes, quienes proponen
funciones diferentes para cada una de los compartimentos esofagicos; mientras
que la porcion mas anterior tendria una funcidn secretora y las mucosustancias
alli producidas participarian en la lubricacion del bolo alimentario, el segundo
segmento esofagico facilitaria el transporte de alimento gracias a la presencia
de gran cantidad de células ciliadas.

Las caracteristicas histoquimicas y ultraestructurales de las células
mucosas (alcianofilia tanto a pH 2,5 como a 1 y PAS positividad), asi como su
patron de distribucion a lo largo del conducto esofagico de Acipenser naccarii,
es idéntica a la descrita para diferentes especies de teledsteos (Hamlin y col.,
2000; Gisbert y col., 2004). Sin embargo hemos de sefialar que ni el gran
namero de células mucosas esofagicas en el momento de la primera
alimentacion exdgena, ni su gran secrecion mucosa pueden ser relacionadas
anicamente con la lubricacion del alimento. Diferentes autores (Reifel & Travill,

1977; Zimmer y col. en 1992; Scocco y col.,, 1997) han sugerido que en los
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peces, la secrecidbn de las células mucosas podria cumplir las mismas

funciones que la saliva de mamiferos.

3. Estémago

Los esturiones, al igual que los Condrictios y distintas especies de peces
teledsteos como Clarias lazera (Stroband & Kroon, 1981) y la trucha arco-iris
Oncorhynchus mykiss (Ostos-Garrido y col., 1993), presentan un estdmago con
estructura cecal formado por dos zonas bien diferenciadas, una porcion anterior
o glandular donde la principal caracteristica es la presencia de glandulas
gastricas y una porcion posterior o pilérica que presenta una tinica muscular
muy desarrollada (Buddington & Christofferson, 1985). Esta disposicion del
compartimento gastrico denota un alto grado de especializacion de manera
gue, como veremos mas adelante, el estbmago glandular estaria implicado en
el inicio de la digestién acida del alimento mediante la secrecion de HCI y
pepsina mientras que el estdbmago pilérico facilitaria la fragmentacion del bolo

alimenticio mediante las contracciones de su pared muscular.

La diferenciacién del estbmago es un proceso similar a lo largo de los
Acipenséridos, de manera que en Acipenser naccarii encontramos Unicamente
diferencias temporales en cuanto a la aparicion del estbmago pil6érico que tiene
lugar en torno a los 5 dpe segun nuestros resultados y en el dia 4 post-eclosion
en el esturiéon siberiano Acipenser baeri (Gisbert y col., 1998). En ninguna de la
especies de esturiones estudiadas puede observarse un compartimento
gastrico diferenciado en el momento de la eclosion, sino que aparece un gran
saco vitelino intraembrionario, delimitado por un epitelio endodérmico, que
engloba una gran masa central de vitelo (Buddington & Christofferson, 1985). A
partir de este momento, el estbmago sufre un proceso de diferenciacién que se
inicia con la compartimentalizacion del saco vitelino (Buddington &

Christofferson, 1985). Nuestros resultados indican que hacia el dia 3 dpe,
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aparece un pliegue en la pared del saco vitelino, concretamente en la regién
dorsal-posterior, que lo divide en dos porciones: esbozo gastrico y esbozo

intestinal.

Durante los siguientes dias, el compartimento gastrico adquiere una forma
mas tubular y, en torno al dia 5 dpe, se produce su torsién (hasta la adopcién
de una estructura parecida a una U) y la diferenciacion de las porciones pil6rica
(tramo ascendente) y glandular del estobmago (tramo descendente). Este
fendmeno de torsion de la cavidad gastrica también ocurre hacia el dia 5 dpe
en Acipenser baerii (Gisbert y col.,, 1998) y alrededor del dia 6 dpe en
Acipenser medirostris (Gisbert & Doroshov, 2003). En Acipenser naccarii, el
proceso concluye alrededor de los 7 dpe con la adquisicidon de la estructura

cecal tipica de juveniles y adultos.

La estructura histologica del epitelio gastrico en los peces es muy parecida
a la de reptiles y anfibios y mucho més sencilla que la descrita para mamiferos
(Ferri y col. 1974). En su epitelio de tipo cilindrico simple pueden distinguirse
células superficiales productoras de mucus, células ciliadas, células endocrinas
y células glandulares gastricas que se localizan en el corion (Estegondo y col.,
1988). En la trucha arco-iris (Oncorhynchus mykiss) el citoplasma de las
células productoras de mucosustancias esta repleto de granulos de diferente
tamafio y densidad asociados con el reticulo endoplasmico y el complejo de
Golgi, siendo su contenido descargado al lumen celular por exocitosis (Ostos-
Garrido y col., 1993). Las células mucosecretoras del epitelio gastrico de
Acipenser naccarii presentan un aspecto cilindrico, el nucleo de aspecto
irregular se localiza en posicion basal y la superficie apical presenta
microvellosidades cortas y espaciadas provistas de un prominente gicocalix. En
su citoplasma se puede sefalar la presencia de abundantes granulaciones
electrodensas relacionadas con la PAS-positividad observada a microscopia

Optica. Este hecho, al igual que en Acipenser transmontanus, (Domeneghini y
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col., 1999), Acipenser baerii (Gisbert y col., 1998, 1999), Acipenser medirostris
(Gisbert & Doroshov, 2003) y diferentes especies de peces con habitos
alimentarios muy variados indica secrecibn de mucosustancias de caracter
neutro (Reifel & Travill, 1978). Como comentamos anteriormente, autores como
Grau y col. en 1992 relacionan la presencia de estos mucopolisacaridos con la
absorcion de disacaridos y acidos grasos de cadena corta, sin embargo otros
como Scocco Yy col. (1997), sugieren una relacion con la estabilizacién del pH
gastrico. Redundando en lo anterior, los estudios de Buddington & Doroshov
(1986) pusieron de manifiesto la captura de aminoacidos y carbohidratos en el
epitelio gastrico de los esturiones aunque determinaron que la mayor parte de
la absorcién se produce en el intestino y la valvula espiral. Gisbert y col., (1998)
proponen, ademas para estas mucosustancias, una funcion de proteccion local
del epitelio gastrico frente a los posibles dafios ocasionados como

consecuencia del proceso de digestion.

Nuestras observaciones indican la presencia de un gran nimero de células
ciliadas en el epitelio gastrico de Acipenser naccarii desde el momento en el
que se inicia la alimentacion exdgena (7 dpe) tanto en su porcién glandular
como en la pilérica. Este hallazgo est4d de acuerdo con las observaciones
previas de Domeneghini y col. (1999) y con los estudios realizados por Cataldi
y col. (2002). Estos ultimos autores sugieren que las células ciliadas del epitelio
gastrico cooperarian en la distribucion del mucus y en el paso de fluidos
provenientes de la mucosa esofagica o secretados por las glandulas gastricas,
generando una pelicula mucosa que protegeria al epitelio subyacente frente al
dafio quimico o fisico durante el proceso de digestion que se produce en el
estbmago (Buddington & Christofferson, 1985, Boglione y col., 1999; Gisbert y
col., 1999). Vemos por tanto, que la presencia de células ciliadas en el epitelio
gastrico de los esturiones, lejos de ser una caracteristica primitiva, facilita los

movimientos del alimento a lo largo del sistema digestivo (Radaelli y col. 2000).
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En los Acipenseriformes y la mayor parte de los teleésteos, las glandulas
gastricas se restringen a la region anterior del estbmago (porcidon glandular) y
estan constituidas por un tipo celular anico denominado célula oxintico-péptica
(Gawlicka y col., 1995). La red tabulo-vesicular apical de éstas células esta
involucrada en la produccion de HCI (Western & Jennigns, 1970) y el reticulo
endoplasmico rugoso junto con el aparato de Golgi generan granulos de
zimégeno que, posteriormente son descargados en la luz glandular mediante
mecanismos de exocitosis, como fue puesto de manifiesto por Ostos-Garrido y

col. (1993) en la trucha arco-iris (Oncorhynchus mykiss).

Radaelli y col. (2000), estudiando las células glandulares gastricas de
ejemplares adultos de esturion blanco Acipenser transmontanus, encuentran
una gran cantidad de granulos de zimégeno junto a un moderado desarrollo de
la red tdbulo-vesicular apical. Apoyandose en los estudios previos de
Buddington y Doroshov en 1986 (en los que se determiné que el pH gastrico en
el esturion Acipenser transmontanus no es nunca menor de 4), sugirieron que
el proceso de digestion se lleva a cabo en el intestino, donde el pH es alcalino,
mas que en el estbmago donde la secrecién de HCI es débil y esta menos
desarrollada que en otros vertebrados.

Estudios recientes en Acipenser naccarii (Furné y col.., 2005) describen la
presencia de actividad del tipo pepsina y diferentes proteasas en el estbmago
de juveniles de mas de un afio de edad de Acipenser naccarii, con 6ptimos de
actuacion a valores de pH mas &cidos que los descritos para la trucha arco-iris
Oncorhynchus mykiss (pH 1,5 y 3); ademas, en este mismo estudio se sefala
que la actividad proteasica a pH acido es mayor que a pH alcalino. En principio
estos Ultimos datos podrian resultar contradictorios con los estudios de
Buddington & Doroshov (1986) y Radaelli y col. (2000), pero si tenemos en
cuenta que en el medio natural Acipenser naccarii es un animal omnivoro que

ingiere restos de semillas y detritus de plantas, la presencia de actividad
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enzimatica proteasica a valores de pH muy acidos (1, 5 y 3) podria constituir
una adaptacion digestiva para facilitar los procesos de hidrdlisis del material
vegetal presente en el alimento. Asimismo, diferentes caracteristicas
anatomicas e histolégicas del tracto digestivo post-gastrico, como el alto grado
de plegamiento de la mucosa intestinal, el grado desarrollo de los ciegos
piléricos y la presencia de vélvula espiral, producen un aumento tanto en la
superficie de contacto con el alimento como en su tiempo de transito por el
sistema digestivo, compensando la relativa baja tasa de actividad enzimatica

en la valvula espiral y el intestino (Gisbert y col. 1998).

La aparicion de las glandulas géstricas constituye uno de los principales
eventos en la diferenciacion del estdmago en peces y segun Kolkowski (2001)
indica el momento en el que los animales abandonan el periodo embrionario y
poseen un sistema digestivo funcional capaz de digerir y absorber el alimento

exogeno.

En los esturiones, el momento de aparicion de las glandulas gastricas
muestra ligeras variaciones interespecificas. Con respecto a Acipenser naccarii
nosotros hemos observado glandulas gastricas a los 6 dpe pero Gisbert y col.
(1998), sefalan para Acipenser baeri, el dia 9 dpe como el momento de su
aparicion, mientras que para Acipenser medirostris, Gisbert & Doroshov (2003),
sugieren el dia 10 dpe. No obstante, a pesar de estas discrepancias, en todos
los casos las glandulas estan presentes antes del comienzo de la alimentacion
exogena y al igual que Gisbert & Williot (2002), pensamos que las éstas
variaciones deben estar ocasionadas por variaciones en la temperatura de

mantenimiento de huevos y embriones.
Sin embargo, la presencia de glandulas no determina la funcionalidad

completa del estdmago, ya que la pepsina es secretada en forma de

pepsindgeno, que gracias al ambiente acido existente en el estbmago se
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transforma en la forma activa del enzima; por lo que en ausencia de una
secrecion capaz de disminuir el pH gastrico, el enzima no es funcional (Douglas
y col. 1999). Buddington & Doroshov (1986) realizaron mediciones directas del
pH del lumen gastrico en embriones libres de Acipenser transmontanus,
poniendo de manifiesto que durante la fase de alimentacibn enddgena se
produce un descenso en el pH del estbmago de 6,9 a 6,4 que, posteriormente
durante el transcurso de la fase de alimentacién mixta, vuelve a descender (pH
4,3) hasta situarse en torno a un valor similar al de los ejemplares juveniles y
adultos (pH 4). Estos hechos determinan que a pesar de la presencia de
glandulas géstricas antes del inicio de la alimentacién exdgena, la actividad
pépsica en el esturion blanco sélo pueda constatarse a partir del dia 36 dpe.

En consonancia con estas observaciones, nuestros resultados indican que,
a pesar de la presencia de glandulas gastricas a partir del dia 6 dpe y de
alimento de origen exdégeno en el estbmago desde el dia 9 dpe, la actividad de
la proteasa con pH Optimo de actuacion 4,5 no aparece hasta el dia 23 dpe.
Ademas, nuestros estudios ultraestructurales ponen de manifiesto que, durante
el periodo de embridn libre, aunque en el citoplasma de las células oxintico-
pépticas se ha iniciado el desarrollo de la red tdbulo vesicular apical
relacionada con la secrecion de HCI, aun no existen granulos de secrecion. En
cambio, en ejemplares juveniles de 19 dpe las células oxintico-pépticas
presentan una red tubulo-vesicular desarrollada y gran cantidad de granulos de
zimogeno (relacionados con la secrecion de pepsina) que descargan en la luz
glandular por exocitosis. Por lo tanto y teniendo en cuenta todo lo anterior,
podemos sugerir que durante el periodo lecito-exotrofico y el inicio del periodo
exotrofico, los ejemplares de Acipenser naccari no presentan capacidad
digestiva en medio &cido, y la hidrdlisis proteica se lleva a cabo
mayoritariamente en el intestino, a semejanza de lo que ocurre en los peces

agastros. Este ultimo hecho también ha sido descrito en otras especies de
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peces teledsteos, como Symphysodon aequifasciata (Chong y col. 2002) y

Sparus aurata (Yufera y col., 2004).

4. Intestino anterior y medio

Debido al tipo de desarrollo que sufren los embriones de esturion, el
intestino es una de las primeras estructuras en formarse (Gisbert y col., 1998).
Como comentamos anteriormente, en Acipenser naccarii el proceso de
diferenciacion del intestino comienza alrededor del dia 3 dpe, momento en el
gue gracias a la aparicién de un pliegue en la pared del saco vitelino, se puede
distinguir un esbozo intestinal. El proceso continda en los dias siguientes hasta
que en torno al dia 5 dpe se produce un aumento generalizado de la longitud
del intestino y se establece una distincion clara entre el intestino anterior y el
intestino medio, en base a la orientacion de sus pliegues mucosales (siendo
transversal en el intestino anterior y oblicua en el intestino medio). En este
momento del desarrollo, la organizacion histologica del intestino es
basicamente igual en las diferentes regiones y consiste en un epitelio columnar
simple que posee ademés de células cilindricas con microvellosidades, células
ciliadas y numerosas células caliciformes interpuestas que secretan tanto

mucosustancias acidas como neutras.

Los enterocitos de los embriones de Acipenser naccarii de 6 dpe presentan
unas caracteristicas ultraestructurales (microvellosidades apicales, nucleo
basal, mitocondrias perinucleares y abundantes inclusiones supranucleares,
tipicas de aquellos epitelios en donde se produce absorcidn de nutrientes
(Bisbal & Bengston, 1995) por lo que, probablemente, puede inferirse cierto
grado de funcionalidad intestinal en este momento de desarrollo. En otras
especies de peces, por ejemplo la lubina (Dicentrarchus labrax), Deplano y col.
(1991) confirmaron que al final del periodo lecitotréfico los enterocitos son

funcionales, aunque estan poco desarrollados y muestran escasez de reticulo
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endoplasmico y aparato Golgi, hecho que junto con la presencia de baja
cantidad de inclusiones lipidicas indica que la tasa de absorcion lipidica es
reducida.

Diferentes estudios han puesto de manifiesto que la principal funcién de los
enterocitos de la porcién anterior del intestino y los ciegos pil6ricos en los
peces es la de absorcion del componente lipidico de la dieta (Ilwai, 1969;
Noaillac-Depeyre & Gas, 1974; Ostos- Garrido, y col., 1993, entre otros). La
absorcion de lipidos en peces se asemeja a la de los mamiferos, ya que, tras la
hidrdlisis intraluminal de los triglicéridos (principal componente lipidico en las
dietas) por el efecto combinado de las sales biliares y la lipasa pancreética, los
productos de esta hidrélisis (monoglicéridos y acidos grasos), son absorbidos
por las células epiteliales del intestino mediante un proceso de difusion. Los
acidos grasos de cadena corta o de mediana longitud atraviesan el enterocito y
son liberados al torrente sanguineo; en cambio, los &cidos grasos de cadena
larga son reesterificados a nivel del reticulo endoplasmatico y, posteriormente
como pequefas vacuolas, se liberan en los espacios intercelulares (Vernier &
Sire, 1983; Sheridan, 1988).

Comparados con otros peces de agua dulce, las pocas especies de esturién
que han sido estudiadas muestran unos altos requerimientos lipidicos
(Buddington & Christofferson, 1985) a lo largo de su vida y una composicion
Unica en acidos grasos (Gershanovich, 1991) exhibiendo una actividad lipasica
relativamente alta (Buddington & Doroshov, 1986) y una absorcion lipidica
eficiente (Gawlicka y col., 1995; Gisbert y col., 1999).

A pesar de que nuestras determinaciones enzimaticas sobre la actividad
lipasica no son concluyentes, nuestras observaciones histologicas Yy
ultraestructurales coinciden con las de otros autores, quienes correlacionan la

masiva acumulacion de lipidos en el citoplasma de los enterocitos del intestino
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anterior y medio de los esturiones durante el periodo de embrion libre, con altos
valores de la actividad lipasa, que a su vez sugieren altos requerimientos

lipidicos durante el periodo de embrion libre.

Los lipidos se presentan en el citoplasma de los enterocitos de Acipenser
naccarii bien como pequefas particulas lipoproteicas, bien como grandes gotas

lipidicas.

Las particulas lipoproteicas se encuentran asociadas con el reticulo
endoplasmico, el aparato de Golgi y en el interior de pequefias vacuolas que
las transportan hasta las proximidades de la membrana basolateral para su
traslado a los espacios intercelulares. En los ultimos afios, varios autores
(Kjorsvik y col.,1991; Segner y col.,1994) han defendido que estas pequefias
particulas pueden ser consideradas como lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) que constituyen las formas de exportacion de los &cidos grasos

absorbidos por los enterocitos de peces (Sheridan,1988).

Las grandes gotas lipidicas, fundamentalmente formadas por triglicéridos
(Ribeiro y col., 1999), constituyen almacenes temporales de acidos grasos
reesterificados que se acumulan durante el periodo de alimentacion endégena
cuando la tasa de absorcién de acidos grasos excede a la de exportacion
(Bergot, 1981; Sheridan, 1988). Otros autores relacionan estas inclusiones
lipidicas con la incapacidad de los enterocitos para metabolizar
adecuadamente los lipidos (Loewe & Eckmann, 1988; Kjorsvik y col., 1991,
Gisbert & Doroshov, 2003). En animales adultos, autores como Sire & Vernier
(1981) y Deplano y col. (1991), consideran que la formacion de las grandes
gotas lipidicas en el epitelio intestinal de los embriones de peces esta
estrechamente relacionada con un exceso de grasa en los enterocitos como

consecuencia de la alta concentracion de acidos grasos del alimento.
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La abundancia de estas inclusiones lipidicas durante el periodo de
alimentacion enddgena podria explicar la gran resistencia de los embriones

libres de esturidn frente a largos periodos de inanicion (Gisbert y col., 1999).

En el medio natural la base de la dieta para los embriones libres de los
Acipenseriformes esta constituida por copépodos y cladéceros plancténicos
(Baranova & Miroshnichenko, 1969), organismos que contienen unos niveles
lipidicos superiores al 56% del peso total (Tessier & Goulden, 1982); la alta
actividad lipolitica durante la fase inicial del periodo de alimentacion mixta
puede representar una adaptacion a los altos niveles de lipidos en la dieta
(Buddington & Doroshov, 1986).

Tras el establecimiento del estadio juvenil, los requerimientos lipidicos en
los Acipenseriformes bajan, utilizdndose principalmente la proteina para la
obtencién de energia (Kaushik y col.., 1982). La transicién de la alimentacién
zooplantivora a la bentonica en el esturion blanco durante el final del periodo
lecito-exotrofico puede reflejar estos cambios en las necesidades nutricionales
(Buddington & Doroshov, 1986). Los invertebrados bentonicos constituyen la
fraccion dominante de la dieta en los juveniles de esturibn y poseen unos
niveles lipidicos considerablemente inferiores a los observados en los
cladoceros y copépodos (Beattie, 1978; Gonzalez & Aguado, 1981). El
descenso en la actividad lipasica parece ser paralelo a un declive en los
requerimientos lipidicos y estd acompafado por un aumento en el metabolismo
proteico conforme los ejemplares de esturién crecen (Buddington & Doroshov
1986; Gawlicka y col., 1995; Gisbert y col., 1999). En Acipenser naccarii,
alrededor del dia 10 después de la eclosion, las inclusiones lipidicas de los
enterocitos comienzan a disminuir, hecho que esta de acuerdo con lo
propuesto para el esturion siberiano, Acipenser baeri, (Gisbert y col., 1998) y el
esturion verde, Acipenser medirostris, (Gisbert & Doroshov, 2003), donde los

almacenes de grasa en el intestino desaparecen de forma gradual después de
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la transicion a la alimentacion exclusivamente exdgena, primero de los

enterocitos y posteriormente de los hepatocitos.

De forma similar a lo que ocurre con la actividad lipasica, los niveles de
actividad de la a-amilasa de los embriones libres de esturiones, exhiben un
maximo en el momento de la introduccion de la alimentacién exdgena, para
posteriormente descender una vez que se adquiere el estadio juvenil
(Buddington & Christofferson, 1985). El patrén de variacion de la actividad
especifica de la a-amilasa en los embriones de Acipenser naccarii durante los
periodos lecito-exotréfico y exotrofico, es idéntico al descrito para otras
especies de peces (Zambonino Infante & Cahu, 1994). Antes de la eclosion se
detecta un moderado y paulatino incremento de su actividad, pero después no
se vuelve a manifestar hasta el dia 8 dpe, momento en el que coincidiendo con
la introduccion de la alimentacion exdgena se produce un maximo de actividad.
Unos dias después, la actividad desaparece y no vuelve a mostrarse hasta el
mes después de la fecundacion (23 dpe), momento en el cual los valores

obtenidos son menores a los iniciales.

Esta variacion secuencial de los valores de actividad, es caracteristica de
los vertebrados en desarrollo y puede ser considerada como una consecuencia
del proceso mediante el cual los embriones libres adquieren la estructura y
funciones digestivas de los adultos (Buddington & Doroshov, 1986).
Indudablemente el aporte de alimento ha tenido que influir en el pico de
actividad del dia 8 dpe, mediante la induccién de la secrecién enzimatica por
parte del propio pez y mediante el aporte exdgeno de enzimas provenientes de
la Artemia suministrada como alimento. A este respecto existe controversia
acerca de la posible contribucion de las enzimas exdgenos provenientes del
alimento vivo a los procesos digestivos del pez. Gawlicka y col.. (2000) estiman

aproximadamente la contribucién enzimatica amilasica por parte de Artemia al
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total de la actividad en las larvas de Halibut (Hippoglossus hippoglossus) en un
50%.

En los esturiones, al igual que en distintas especies de peces carnivoros, la
alimentacion en el medio natural suele tener muy bajas cantidades de
carbohidratos, hecho que explica porqué los niveles del enzima a-amilasa en el
tracto digestivo de los ejemplares adultos son significativamente inferiores a los
de la lipasa o a los del conjunto de las proteasas (Buddington & Doroshov,
1986). Por lo tanto, el descenso observado en la actividad especifica a-amilasa
de Acipenser naccarii a partir del dia 11 dpe, puede ser debido a la adquisicién
del estadio juvenil en el que comienza a iniciarse la introduccion de la dieta
inerte en donde la concentracion de hidratos de carbono se adecua a las bajas
necesidades nutricionales de los animales. La estabilizacién posterior de los
niveles enzimaticos hacia el dia 23 dpe en valores inferiores a los iniciales
permite suponer que aunque la actividad amilasica de Acipenser naccarii en
este momento es baja, es suficiente como para aprovechar la cantidad de

carbohidratos disponibles en el alimento.

Como consecuencia del sentido postero-anterior del desarrollo del tracto
gastrointestinal en los esturiones (Gisbert & Doroshov, 2003), las células
caliciformes intestinales en Acipenser naccarii aparecen primero en el intestino
medio (en torno al dia 6 dpe) y después en el intestino anterior o pilérico
(alrededor del dia 7 dpe), especializandose en la secrecion de mucosustancias
neutras y acidas tanto del tipo de las sialomucinas como de las sulfomucinas.
Esta composicion en mucopolisacaridos también ha sido observada en otros
integrantes del grupo de los Acipenseriformes, como el esturién siberiano
Acipenser baeri (Gisbert y col., 1998, 1999) y el esturion verde Acipenser
medirostris (Gisbert & Doroshov, 2003) y est4 de acuerdo con lo propuesto por

distintos autores como Murray y col. (1996) y Domeneghini y col. (1998) que,
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para diferentes especies de teledsteos, describen la presencia de células

caliciformes productoras tanto de mucosustancias neutras como acidas.

Tibbetts en 1997 describio en el grupo de los Hemirrampidos un patron de
secrecion de glicoconjudagos similar al observado en Acipenser naccarii y
sugirié que las mucosustancias intestinales neutras por un lado ofrecerian una
proteccion local frente al ataque de enzimas digestivos y, por otro ayudarian al
establecimiento de un flujo laminar en el intestino, para facilitar el paso de las
sulfomucinas intestinales (y los nutrientes hidrosolubles que transportan en su

seno) hacia las regiones posteriores, donde son absorbidos (Clamp, 1997).

5. Ciegos piléricos

El desarrollo de los ciegos piléricos constituye el tltimo cambio importante
en el proceso de diferenciacion del intestino y marca el momento en el que los
embriones entran en el estadio juvenil (Hamlin y col., 2000). En Acipenser
naccarii, los ciegos piléricos inician su formacién hacia el dia 6 dpe, a partir de
una evaginacion del intestino pilérico en la zona de union con el estémago
(esfinter pilérico) y alrededor del inicio del periodo lecito-exotréfico estan
completamente formados. De lo anterior puede inferirse un alto grado de
especializacion y funcionalidad del sistema digestivo en los embriones de
esturién, en el momento del inicio de la alimentacion exdgena (Buddington &
Doroshov, 1985).

La compleja estructura interna de los ciegos piloricos de los peces, llevé a
diferentes autores a sugerir que sSu presencia supone un aumento de la
superficie intestinal que conlleva un incremento del tiempo de transito para
algunos sustratos alimentarios (Kapoor y col., 1975; Fange & Grove, 1978).
Ademas, teniendo en cuenta que el conducto biliar desemboca en las

proximidades de este compartimento digestivo y el alto grado de plegamiento
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de la mucosa intestinal a este nivel, Gawlicka y col. (1995) sugirieron que los
ciegos piléricos pueden facilitar la mezcla del quimo tanto con las secreciones
hepéticas y pancreédticas como con el mucus secretado por las células

mucosas.

En los esturiones las tasas de absorcion de nutrientes mas altas se dan en
el intestino anterior y la valvula espiral (Buddington & Diamond, 1985), no
existiendo datos concretos para los ciegos piléricos. A pesar de lo anterior, las
caracteristicas ultraestructurales de los enterocitos de Acipenser naccarii a este
nivel, los relacionan con la absorcion de lipidos y carbohidratos, aunque su
papel concreto no es claro y necesita para su esclarecimiento de un mayor

namero de investigaciones.

Velandia-Romero (1997), constato la absorcion de prolina y glucosa (por mg
o cm?®) en la membrana de las microvellosidades de los enterocitos a nivel de
los ciegos piléricos de cuatro especies de teledsteos con diferentes habitos
alimentarios, poniendo de manifiesto la relacibn de este compartimento
digestivo con la absorcion de carbohidratos. Gawlicka y col. (1995) analizan las
caracteristicas histo-enzimaticas del esturion blanco Acipenser transmontanus
durante su desarrollo, observando en el intestino pilérico alta actividad
enzimatica para la a y B galactosidasas, enzimas asociados a la membrana

apical de los enterocitos.
6. Intestino Posterior o Véalvula espiral
Los Condrictios, Condrosteos, Holdsteos y algunos Teledsteos presentan

en su intestino una estructura denominada valvula espiral que constituye una

adaptaciéon anatomica para aumentar la superficie de absorcion.
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En Acipenser naccarii, al igual que en el resto de representantes de los
Acipenseriformes (Buddington & Doroshov, 1985, Gawlicka y col., 1995,
Gisbert y col., 1998, 1999, Gisbert & Doroshov, 2003), la valvula espiral es la
primera estructura digestiva en desarrollarse, debido a que durante el periodo
de alimentacion enddgena, el proceso de diferenciacion intestinal progresa en
direccién postero-anterior (Detlaff y col., 1993). La diferenciacién de la valvula
espiral es completa hacia el dia 2-3 dpe, momento en el que las caracteristicas
histoldgicas, histoquimicas y ultraestructurales de los enterocitos sugieren un

alto grado de funcionalidad (Gisbert y col., 1998).

En Acipenser naccarii las células caliciformes, que pueden ser observadas
en el epitelio de la valvula espiral por primera vez hacia el dia 3 dpe, se
caracterizan inicialmente por la produccion de mucosustancias acidas, tanto
carboxiladas como sulfatadas, pero al final del periodo de embridn libre,
secretan una mezcla de mucosustancias neutro-acidas. Esta variacion en la
produccion de mucosustancias puede ser atribuida a cambios en los
requerimientos nutritivos o en los habitos alimentarios de los embriones libres

(Domeneghini y col., 1998).

Durante la primera parte del periodo lecitotrofico, el interior de la valvula
espiral de Acipenser naccarii esta lleno de gran cantidad de vitelo, que ira
siendo consumido conforme el animal se desarrolla. Gisbert y col., (1998)
determinaron que en el esturion siberiano y como consecuencia de la
utilizacion de las reservas vitelinas, se produce la acumulacion de un
subproducto, la melanina, en la luz de la porcion final de la valvula espiral,
hecho que fue posteriormente ratificado por Gisbert & Sarasquete (2000). El
depdsito continuado de granulos de melanina conlleva la formacion de una
masa (denominada tapon de melanina), que termina por ocupar toda la luz de
la porcion posterior de la valvula espiral. En Acipenser naccarii el tapon de

melanina aparece hacia el dia 5 dpe y se mantiene hasta el dia 9 dpe.
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Uno de los mas importantes aspectos en la cria comercial de peces para la
acuicultura es la determinacion del momento exacto para iniciar la alimentacion
exogena. Se considera este periodo como uno de los momentos mas criticos
durante el desarrollo de los peces, ya que retrasos en la disponibilidad de
alimento pueden conducir a un descenso en la tasa de crecimiento y de
supervivencia. Gisbert & Williot (1997) apuntaron que el momento de la primera
alimentacion exogena para los embriones libres de esturion siberiano
Acipenser baeri, esta relacionado con la expulsion del tapon de melanina.
Nuestros estudios histolégicos ponen de manifiesto la presencia simultanea de
particulas de alimento de origen exdgeno y del tapén de melanina en el canal
alimentario, confirmandose que la expulsibn del tapon se produce justo
después de la alimentacion exdégena. De acuerdo con lo anterior, la expulsion
del tapén de melanina no parece ser un criterio visual adecuado para
seleccionar el momento adecuado de introduccion de la alimentacion exdgena

en el esturion del Adriatico (Acipenser naccarii).

En la regidon porcion posterior del intestino de los peces se produce la
absorcion de las proteinas de los peces (Deplano y col., 1991). Estos mismos
autores sefialan que esta region recibe diferentes nombres (intestino medio o
intestino distal) dependiendo del autor o de los criterios morfolégicos
especificos que se utilicen (nUmero de segmentos intestinales y presencia o no
de valvula). En el esturion Acipenser naccarii se denomina valvula espiral

(Boglione y col., 1999).

Nuestros resultados concuerdan con las observaciones de Gawlicka y col.
(1995), quienes afirmaron que una de las principales caracteristicas de los
enterocitos de la valvula espiral en el esturién blanco durante el proceso de
desarrollo, es la aparicion de una gran cantidad de granulos acidéfilos debidos
a la acumulacion de proteinas que se asimilan por procesos de pinocitosis.

Esta absorcion de proteinas por pinocitosis, también ha sido observada en
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otras especies de esturion: Acipenser transmontanus (Buddington &
Christofferson, 1985; Buddington & Doroshov, 1986; Gawlicka y col., 1995),
Acipenser baerii (Gisbert y col., 1998; 1999) y Acipenser medirostris (Gisbert &
Doroshov, 2003), y en teledsteos como por ejemplo Clarias lacera (Stroband &
Kroon, 1981), Barbus conchonius (Rombout y col., 1984) y Hypomesus
transpacificus nipponensis (Watanabe, 1984). Nuestras observaciones
ultraestructurales estan en consonancia con lo propuesto por Sire & Vernier
(1981), quienes destacaron la presencia de profundas invaginaciones entre las
microvellosidades apicales de los enterocitos del intestino distal en peces, asi
como gran numero de vesiculas y vacuolas en su citoplasma apical. La
implicacion de estas estructuras en la captura y posterior degradacion de
proteinas intactas ha sido puesta de manifiesto a través de diferentes estudios
histoquimicos (Watanabe 1982, 1984 a; Bogé y col. 1982; Ferraris & Ahearn
1984; Storelli y col. 1989; Balocco y col. 1993; Buddington & Diamond, 1987;
Collie & Ferraris 1995;).

El proceso de absorcion de proteinas nativas en el intestino posterior de los
peces se inicia con la adsorcién de las proteinas al borde en cepillo de los
enterocitos del intestino distal. Posteriormente, se produce una invaginacion de
la membrana plasmética y la consiguiente formacion de una vesicula pinocitica
que, a nivel del citoplasma apical, puede fusionarse con otras vesiculas
pinociticas (Govoni y col. 1986). La fusion continuada de diferentes vesiculas
pinociticas ocasiona la formacion de una o mas vacuolas supranucleares
(Noaillac-Depeyre & Gas, 1979; Stroband & Kroon 1981). Las vesiculas
pinociticas pueden también combinarse con lisosomas primarios y formar
lisosomas secundarios, compartimento en el cual las proteinas son degradadas
(Watanabe 1981, 1982, 1984 a, 1984 b).

Georgopoulou & Vernier (1986) en la trucha arco-iris Oncorhynchus mykiss

e lida & Yamamoto (1986) en Carassius sp., demostraron la presencia de
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actividad para la fosfatasa acida y otros enzimas en el sistema vacuolar de los
enterocitos. Las principales proteasas lisosomales descritas en peces son dos,
catepsina D y catepsina B.

La catepsina D es una endopeptidasa cuya accion es comparable a la de la
tripsina, que juega un importante papel en la degradacion preliminar de las
proteinas exdgenas absorbidas. Ha sido localizada por inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica, no s6lo en el sistema vacuolar, sino también en los

lisosomas primarios.

El papel esencial de la catepsina B es el de una dipeptidil-carboxipeptidasa,
aunque también puede actuar como una endopeptidasa. Este enzima puede
ser localizado por fluorescencia en el sistema vacuolar. Vemos asi que las dos
catepsinas tienen funciones complementarias, la catepsina B termina la

hidrélisis iniciada por la catepsina D.

La deteccion de la actividad de la fosfatasa acida en la vacuolas donde las
proteinas exdgenas son segregadas, en diferentes especies de esturiones
(Buddington & Doroshov, 1986; Gawlicka y col., 1995; Gisbert y col.., 1999) y
peces teledsteos (Diaz y col., 1997; Baglole y col., 1998; Ribeiro y col., 1999;
Kim y col., 2001; Cara y col.,, 2003) asi como la localizaciéon de las dos
catepsinas B y D en las mismas estructuras, lleva a la conclusion que las
caracteristicas vacuolas de los enterocitos de la valvula espiral de los
embriones de Acipenser naccarii son fago-lisosomas, ya que contienen tanto el

substrato exdgeno como los enzimas liticos encargados de degradarlo.

Como acabamos de comentar, es clara la presencia de un mecanismo de
absorcion de proteinas no hidrolizadas en el intestino posterior de Acipenser
naccarii, sin embargo, el significado fisiologico de esta absorcion en el

metabolismo del animal sigue sin estar demasiado claro. En una revision
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realizada por McLean & Ash (1987), se proponen varias hipétesis para explicar

el posible papel de este mecanismo de absorcion.

Una de ellas supone que la absorcion de proteinas intactas puede tener
importancia cuando la secrecién de enzimas digestivos es insuficiente para
cubrir las necesidades energéticas (Stroband & van der Veen, 1981). Este
hecho es de vital importancia durante las primeras fases del desarrollo de los
peces, donde debido al insuficiente desarrollo del sistema digestivo, la
capacidad de secrecidn enzimatica es limitada y el metabolismo proteico se
lleva a cabo de forma mayoritaria en el interior de los enterocitos de la porcién
intestinal mas caudal. Nuestros resultados ultraestructurales y las medidas de
actividad enzimatica ponen de manifiesto la baja capacidad de digestion
luminal del alimento en los embriones libres de Acipenser naccarii durante el
periodo lecito-exotrofico. Por lo tanto, la observacion de vesiculas
supranucleares con contenido proteico en el epitelio de la valvula espiral
durante el final de la fase de alimentacion mixta podria tener una clara relacion
con la digestion intracelular de proteinas. Ezeasor & Stokoe (1981) sugirieron
que la habilidad de absorber proteinas intactas en el estadio adulto de los
peces, puede proveer de un mecanismo que asegure una maxima absorcion de
proteinas en el intestino; asi, la digestion intracelular de las proteinas
absorbidas podria incrementar la capacidad normal de digestion del canal
alimentario. Sin embargo, recientes evidencias cuantitativas sugieren que
aunque lo anterior puede ser importante a nivel nutricional para el enterocito, la
cantidad total de proteinas intactas absorbidas no tiene gran importancia en los

peces adultos con estdbmago ( McLean & Ash, 1987).

Otros autores como Hofer & Schiemer (1981) proponen que la capacidad de
absorber proteinas intactas desde el intestino, debe estar relacionada con la
reabsorcion de proteasas enddgenas. Aunque esta otra hipotesis se apoya en

estudios que demuestran la absorcion de tripsina en los enterocitos y su
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posterior paso al torrente sanguineo (McLean & Ash, 1987), evidencias
experimentales mas recientes indican que en realidad, los enzimas digestivos
enddgenos se unen de manera reversible al glicocalix de los enterocitos donde

vuelven a ejercer su funcion (Pedersen & Hjelmeland, 1988).

Finalmente, Davina y col. (1982) atribuyen a los mecanismos de pinocitosis
observados en los enterocitos de la porcion intestinal distal, un caracter

inmunoldgico.

7. HIGADO

Segun Buddington & Diamond (1985), en los acipenséridos el higado es
una de las primeras estructuras en desarrollarse, ya que esta implicado en el
proceso de reabsorcidén del saco vitelino. En Acipenser naccarii, el rudimento
hepatico aparece inmediatamente después de la eclosibn y se sitla
dorsalmente al saco vitelino en cambio, en los estudios previos realizados por
Boglione y col. (1999) en esta misma especie, las primeras células hepaticas

aparecen en el momento de la eclosion.

En Acipenser naccarii, inicialmente las células hepaticas presentan un
aspecto indiferenciado y poseen una organizacion espacial irregular. En el
momento de la primera alimentacion exdgena, las células hepaticas adoptan de
forma paulatina la tipica morfologia poligonal observada en los ejemplares
juveniles y adultos, con el nucleo localizado en posicién central y el citoplasma
ocupado por abundantes inclusiones de gran tamafio entre las que se
disponen las particulas de glucégeno. Tanto la vacuolizacion lipidica como la
densidad de los granulos de glucdégeno en los hepatocitos, aumenta con el
desarrollo, especialmente durante la fase de alimentacion exégena. Gisbert &
Doroshov (2003) observaron que estas vacuolas desaparecian en ejemplares

de esturion verde sometidos a ayuno en los mismos estadios de desarrollo, por
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lo que concluyeron que el contenido de estas vacuolas es principalmente

lipidico.

8. PANCREAS

El pancreas de los Condrosteos es un o6rgano difuso constituido por
diferentes islas de tejido secretor que se distribuyen en distintos 6rganos de la
cavidad corporal, pero particularmente en el higado y en el bazo (Buddington &
Christofferson, 1985). Las secreciones enzimaticas procedentes del tejido
pancreatico son recogidas en un conducto comun que se une al conducto biliar
para desembocar en las proximidades de los ciegos piloricos (Gisbert &
Doroshov, 2003).

Aunque existe cierta variabilidad entre las distintas especies de esturién en
el momento de aparicion de las primeras células con caracteristicas
pancreaticas, 2 para Acipenser baeri (Gisbert y col.., 1998) y 3 para Acipenser
medirostris (Gisbert & Doroshov, 2003), el pancreas exocrino, como hemos
observado en Acipenser nacarii, es claramente visible hasta el final del periodo
de alimentacién enddgena. En este momento del desarrollo, sus células
poseen las caracteristicas citolégicas, citoquimicas y ultraestructurales

descritas para los ejemplares juveniles y adultos.

En los esturiones, como en el resto de las especies de peces, el pancreas
es la principal fuente de enzimas digestivos, por lo que su grado de
funcionalidad durante la ontogenia determinara la capacidad de hidrdlisis del

alimento a lo largo de los diferentes periodos del desarrollo.
A lo largo del desarrollo ontogénico de los esturiones el complemento

enzimatico exhibe una serie de cambios relacionados tanto con la edad de los

animales, como con sus habitos alimentarios (Buddington & Christofferson,
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1985). Por lo tanto, podemos definir tres etapas en el desarrollo de las
capacidades digestivas de Acipenser naccarii que, al igual que en las demas
especies de esturion, se corresponden con los diferentes acontecimientos que

tienen lugar a lo largo de la ontogenia (Detlaff y col., 1993).

En Acipenser naccarii durante el periodo lecitotréfico, cuando aun existe
una gran cantidad de vitelo, s6lo se detectan actividades enzimaticas digestivas
protedsicas neutras y alcalinas, poniendo de manifiesto la importancia de los
segmentos intestinales en la digestion durante dicho periodo. Gisbert y col.
(1999) apuntaron un hecho similar en el esturion siberiano Acipenser baeri y
sefalaron la importancia de los enzimas de membrana del endodermo del saco
vitelino y de los enterocitos de la valvula espiral en la digestion del vitelo.
Ademas en ninguna de las especies de esturion estudiadas (incluida Acipenser
naccarii), existe funcion géstrica ni pancreatica, ya que ni el estbmago ni el
pancreas estan aun diferenciados. Lo anterior junto con la observacién de
granulos de vitelo en el interior de vacuolas de las células epiteliales que
componen el sistema digestivo en el esturién blanco (Buddington, 1983) y otros
Acipenséridos (Gisbert y col., 1998, 1999; Gisbert & Doroshov, 2003), indica
gue los animales utilizan la pinocitosis y los procesos de digestion intracelular
como procesos digestivos prioritarios.

Cuando se inicia la alimentacion exdgena (periodo lecito-exotréfico), el
tejido pancreatico exocrino en Acipenser naccarii esta completamente
diferenciado y en el interior de sus células podemos observar granulos de
zimogeno, dato que al igual que en el resto de las especies de esturion
estudiadas (Buddington & Doroshov, 1986; Gawlicka y col., 1995; Gisbert y
col., 1999), coincide con un aumento generalizado tanto en el grado de
actividad como en la diversidad de enzimas digestivos. Otros autores sefalan
la influencia del aporte enzimatico que supone el alimento exégeno, en torno al

8,4% para las larvas de Halibut (Gawlicka y col.., 2000); por lo que no podemos
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desdefiar que, al igual que en el caso de la a-amilasa, el aporte de alimento
exdgeno intervenga en el incremento de los valores de actividad proteasica de

Acipenser naccarii al inicio del periodo Lecito-Exotrofico.

El patrén de evolucion de las actividades enzimaticas digestivas en el
esturion Acipenser naccarii tras la reabsorcion del saco vitelino, ha sido
también descrito por otros autores en diferentes especies de esturiones
(Buddington & Doroshov, 1986; Gawlicka y col., 1995; Gisbert y col., 1999) y
teledsteos (Zambonino Infante & Cahu, 1994; Martinez y col., 1999; Moyano y
col., 1996; Cuvier-Péres & Kestemont, 2002). Nuestros resultados indican que
una vez iniciada la alimentacion exdgena, se pone de manifiesto una
disminucién en los valores de las actividades enzimaticas digestivas que
incluso llegan a no ser detectables en los dias posteriores para,
posteriormente, en nuestro caso hacia el dia 23 dpe, volver a aumentar
manteniéndose en unos valores inferiores mas estables. Algunos autores
atribuyen este hecho a un aumento de la proteina total en el animal como
consecuencia del desarrollo, debido a que la actividad enzimatica especifica se

expresa en relacion de la cantidad de proteina (Moyano y col. 1996).

La actividad especifica de las proteasas alcalinas muestra una tendencia
clara de disminucion desde unos valores altos antes del inicio de la
alimentacion exdgena a otros menores en los ejemplares juveniles. Este hecho
puede ser debido al desarrollo completo de la funcién gastrica en los juveniles
representa un cambio en el mecanismo de digestidbn proteica, que ve
suplementada la accién de la tripsina y la quimiotripsina por la de la pepsina
(Gawlicka y col. 1995).

El tercer intervalo (periodo exotrofico) se inicia en el momento en el cual se

produce un descenso de las actividades a-amilasicas y lipasa, mientras que las

proteasas mantienen su grado de actividad (Buddington & Christofferson,
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1985). Nuestros resultados indican que a partir de los 23 dias después de la
eclosion, se produce una estabilizacion de las actividades enziméaticas
digestivas amilasicas y proteasicas, indicando la presencia de una maquinaria
digestiva desarrollada. La secrecion de proteasas alcalinas y su estabilizacion
en los dias que siguen al mes post-fecundacion, indicaria una funcion digestiva
pancreatica e intestinal estable. Segun Detlaff y col. (1993) y Gawlicka y col.
(1995), en este momento las diferentes especies de esturion presentan

complementos enzimaticos muy similares a los de los ejemplares adultos. .

El predominio de las actividades proteasicas frente a la a-amilasica durante
el proceso de diferenciacion del tracto digestivo en el esturién Acipenser
naccarii, asi como en el esturion blanco (Buddington & Doroshov, 1986) y otras
especies omnivoras (Fish, 1955) e incluso herbivoras (Nagase, 1964),
sugiere una adaptacion a los altos niveles proteicos y los bajos niveles de
carbohidratos en la dieta. Los resultados de este estudio junto con las
observaciones en otros esturiones durante fases de desarrollo similares
(Buddington & Doroshov, 1986; Gawlicka y col.,, 1995), indican una alta
actividad digestiva en el canal alimentario post-gastrico, particularmente en la
valvula espiral, donde la baja tasa de movimiento del quimo puede, ademas,
permitir un alto grado de hidrdlisis enzimatica, con la consiguiente liberacion de

nutrientes.
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Conclusiones

Desde el punto de vista anatomico e histolégico, el desarrollo del
sistema digestivo en Acipenser naccarii tiene lugar de forma asincrénica
y procede desde la porcidn distal a la proximal, siendo la valvula espiral

la primera estructura en desarrollarse y el estbmago glandular la ultima.

Las actividades enziméticas digestivas investigadas (a-Amilasa y
protedsicas), antes de la eclosion, se relacionan con la ruptura de la
cubierta embrionaria, mientras que durante el resto del periodo

lecitotrofico, actdan en la digestion de los componentes del vitelo.

Durante el periodo de alimentacibn endodgena, la digestion del
componente lipidico del vitelo se produce tanto en el intestino anterior
como en la valvula espiral, mientras que en fases posteriores del

desarrollo es el intestino el que asume dicha funcion.

La valvula espiral constituye una adaptacion del tracto intestinal que
permite aumentar la superficie de absorcién y, durante las fases finales
del desarrollo, se especializa en la captacion de proteinas por
pinocitosis.

Las células caliciformes presentes en el epitelio de la valvula espiral
producen inicialmente mucosustancias acidas pero, anticipandose al
completo desarrollo morfo-funcional del érgano, que se produce con la
expulsion del tapon de melanina, segregan igualmente mucosustancias

neutras, que juegan un importante papel de proteccion y lubricacion.
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6-

Al final del periodo de alimentacién enddgena, coincidiendo con la
aparicion de la red tdbulo-vesicular en las células oxintico-pépticas, las
células mucosas del epitelio gastrico se especializan en la produccién de

mucosustancias neutras.

La observacion de granulos de zimogeno Unicamente en las células
glandulares gastricas de individuos de Acipenser naccarii de mas de 19
dias post-eclosion, indica que la digestion acida del alimento no esta
asegurada en los individuos que inician la alimentaciéon exdgena. El
patrén de actividad de la proteasa con pH O6ptimo de actuacién 4°5

corrobora esta afirmacion.

La transicion a la alimentacion exdgena coincide con un aumento en la
capacidad digestiva total de los embriones libres de Acipenser naccatrii.
Debido a la ausencia de granulos de secrecién de zimdégeno en las
glandulas gastricas, el incremento de actividad proteasica acida
detectado en este momento del desarrollo, debe tener un origen
exégeno. El aumento en las actividades a-Amilasa y protedsicas, se
relaciona con la presencia de un pancreas funcional aunque no

podemos descartar la influencia del alimento exdgeno.

Transcurrido un mes desde de la fecundacién, en Acipenser naccarii, los
valores de las actividades enzimaticas digestivas a-amilasica y
proteasicas se estabilizan, hecho que junto con las caracteristicas
histoldgicas, histoquimicas y ultraestructurales del tracto gastrointestinal,
indica la adquisicion de wun sistema digestivo funcionalmente

desarrollado, propio del estadio juvenil.
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