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Summary

The aim of this study was to evaluate the influence of environmental salinity on the mRNA expression and protein activity of the main digestive
enzymes of thick-lipped grey mullet (Chelon labrosus). Specimens of thick-lipped grey mullet were acclimated to different environmental salinities
(0, 12, 40 and 55 ppt) during 21 days. Samples of complete digestive system were obtained for mRNA expression analysis and for determining
enzymatic activities. Results showed a clear effect of environmental salinity on digestive activity as well as on gene expression of these enzymes.
Low salinities had a positive influence on digestive acid proteases, which showed a higher activity and expression in 12 ppt-acclimated specimens
salinity, whereas higher mRNA expression levels of alkaline proteases were found in fish maintained at 40 ppt.

Justificacion

La liseta (Chelon labrosus, Risso 1827) es una de las especies mas representativas del cultivo en estero de la
Bahia de Cadiz. Los esteros son zonas sujetas a grandes cambios ambientales, cuyas fluctuaciones dependen
directamente de las condiciones climatolégicas. Estas alteraciones pueden influir en el estado fisiologico y
nutricional del animal. En este sentido, un aumento de la salinidad ambiental origina que el intestino del organismo
también actie como 6rgano osmorregulador (Bucking y Wood, 2006; Gregorio et al., 2013). El efecto de la
salinidad sobre la actividad enziméatica-digestiva ha sido estudiado en diversas especies de mugilidos, incluido
Chelon labrosus ( Nikolopoulou et al., 2011; Pujante et al., 2012). Sin embargo, no existe informacion sobre el
efecto de la salinidad en la expresion de enzimas digestivas en esta especie. Por ello, el principal objetivo de este
trabajo fue determinar la influencia de la salinidad ambiental sobre la expresion génica y la actividad de las
enzimas digestivas mas representativas en la liseta, profundizando en la interaccion entre el proceso de
osmorregulacion y asimilacion de nutrientes.

Material y Métodos

Se utilizaron 48 juveniles de C. labrosus (peso medio inicial de 44 + 2 g) suministrados por el Estero Leocadia
(Cadiz, Espafa). Los animales fueron mantenidos en circuito cerrado durante 21 dias a distintas salinidades
ambientales (0, 12, 40 y 55 ppt) y alimentados con el 1 % de su peso. Tras el sacrificio de los individuos, se
procedi6 a la extraccion del tracto digestivo completo. Para los andlisis de expresion génica, el digestivo completo
fue congelado a -80 °C y posteriormente homogenizado con N, liquido. Los cambios en la expresion de
pepsindgeno, tripsindgeno y 4-amilasa fueron medidos por QPCR. Para los analisis de actividades enzimaticas,
los digestivos fueron homogenizadas manualmente en frio con agua destilada. La cantidad de proteina soluble
presente en los extractos, las proteasas acidas, la actividad alcalina, asi como la actividad amilasa, fueron
determinadas seglin lametodologia descrita por Moyano etal. (2005).
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Resultados y Discusion

Los datos obtenidos de actividad enzimatica mostraron una relacién lineal inversa de la actividad especifica
pepsina con la salinidad, indicando que en ambientes hipersalinos (55 ppt) esta enzima no trabaja con total
eficiencia. Por otro lado, los resultados de proteasas alcalinas totales indicaron una actividad especifica maxima
en peces mantenidos a 40 ppt. Sin embargo, en los mantenidos a 55 ppt se observé una reduccion en la actividad
de estas enzimas, coincidiendo con lo obtenido para la pepsina. La actividad 4-amilasa present6 un perfil similar a
la pepsina.

Los resultados de expresion génica de las distintas enzimas (Tabla I) mostraron que en ambientes isoosméticos
(12 ppt), los individuos expresaban méas pepsindgeno. En cambio, el tripsinégeno y la a-amilasa tenian su nivel
méaximo de expresion a 40 ppt. A pesar de que no existe correlacion entre los resultados de actividad y los de
expresion, se observa una relacion con respecto a las distintas salinidades. Ambientes isoosméticos favorecen la
expresion de pepsindgeno y, por tanto, un aumento de la actividad pepsina. Mientras que ambientes hipersalinos
(40 ppt) inducen un aumento de la expresion de enzimas alcalinas que conlleva en un aumento de su actividad,
excepto en el caso de la amilasa, donde la actividad es mayor a bajas salinidades. De nuestros resultados se
deduce que C. labrosus puede adaptarse facilmente a las distintas salinidades ambientales, aunque su exposicion
asalinidades extremas (55 ppt) puede influir negativamente en la capacidad y eficiencia digestiva.

Tabla I. Expresidn de las enzimas digestivas analizadas en los ejemplares de C.labrosus de los distintos grupos experimentales (n=6).
Distintos superindices indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05)

Expre;:;&gT[}S ren 0 ppt 12 ppt 40 ppt 55 ppt
Pepsinégeno 1.8£020 53+12 0.8+0.1° 1.7£0.8
Tripsinégeno 224070 22404 45%0.7 2003

a-amilasa 104030 | 11402 15402 06+0.1
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