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1. INTRODUCCIÓN  
 

 

 

En los últimos años, en la División Académcia de Ciencias Biológicas (DACBiol), 

dentro de la Línea de Investigación de  Manejo y Conservación de Recursos 

Acuáticos, se han realizado diversas investigaciones de fisiología, bioquímica 

digestiva y requerimientos de nutrientes tanto en larvas, como en juveniles de 

especies nativas de peces como la tenguayaca (Petenia splendida) (Perales-

García 2009; Uscanga-Martínez et al. 2011), castarrica (Cichlasoma 

urophthlamus) (López-Ramírez et al. 2011), paleta (Vieja bifasciata) (Ramírez-

Custodio 2013), tahuina (Cichlasoma trimaculatum) (Cruz-Herrera 2013; Toledo-

Solís 2013) y pejelagarto (Atractosteus tropicus) (Guerrero-Zárate et al. 2014; 

Huerta-Ortíz 2008; Aguilera et al. 2012; Frías-Quintana et al. 2015b; Jesús-

Contreras 2008). Dichas investigaciones  han permitido comprender sus procesos 

digestivos a lo largo de sus etapas de desarrollo y potenciar su cultivo al 

desarrollar alimentos balanceados en función de su fisiología digestiva, en 

particular en el pejelagarto (Frías-Quintana et al. 2010; Aguilar-Tellez  2013; 

Domínguez-Lorenzo  2014; Frías-Quintana et al. 2015a; Frías-Quintana et al. 

2017). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es aislar el gen que codifica para la 

tripsina  de pejelagarto (A. tropicus) y realizar estudios de expresión génica, 

durante la ontogenia inicial y en diferentes tejidos tanto en indviduos de vida libre 

como de cautiverio.  Hasta el momento para la caracterización enzimática de A. 

tropicus se han realizado extractos a partir de diferentes tejidos. Hasta el momento 

éstas enzimas no han sido producidas ni caracterizadas en sistemas 

recombinantes, por lo que resulta interesante poder  expresar la tripsina de A. 

tropicus en un hospedero hetérologo y caracterizar la enzima recombinante, para 

conocer posibles aplicaciones. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Digestión de proteínas en peces 

 

Los peces pueden llevar a cabo la digestión de diferentes nutrientes, gracias al 

complejo paquete enzimático que poseen, que incluye gran variedad de proteasas, 

lipasas y carbohidrasas (Peña-Marín 2016). Dentro de las enzimas digestivas, las 

proteasas juegan un papel fundamental en la digestión, lo que se traduce  en un 

crecimiento y supervivencia altos. Las proteasas encontradas dentro de los 

órganos digestivos de peces, son las responsables de catalizar la hidrólisis de los 

enlaces peptídicos (Klomklao 2008), donde se incluye pepsina, gastricinas, 

tripsinas, quimotripsinas, colagenasas, elastasas, carboxipeptidasas y 

carboxilesterasas (Haard y Simpson 1994; Simpson 2000; Bougatef  2013 ) de las 

cuales tripsina (Villalba-Villalba et al. 2011; Castillo-Yáñez et al. 2005; Klomklao et 

al. 2004), quimotripsina (Villalba-Villalba et al. 2011;Castillo-Yáñez et al. 2006) y 

pepsina (Lo y Weng 2006; Klomklao et al. 2007b; Castillo-Yáñez et al. 2004) son 

las enzimas digestivas más importantes debido a su abundancia y alta actividad 

proteolítica de acuerdo a estudios de caracterización de enzimas digestivas 

reportados en diferentes peces (Klomklao 2008; Shahidi y Janak Kamil  2001) 

 

La tripsina es una endopeptidasa digestiva, miembro de la familia de las 

serinproteasas (EC 3.4.21.4), la cual se caracteriza por un mecanismo catalítico 

común, que involucra la presencia de una tríada catalítica compuesta por residuos 

de serina, histidina y ácido aspártico. Las tripsinas actúan mediante la hidrólisis 

específica de los enlaces éster y los enlaces peptídicos que implican los grupos 

carboxilo de Arginina (Arg) o Lisina (Lys) (Zamani y Benjakul 2016; Bougatef 

2013). Esta enzima proteolítica en los mamíferos es sintetizada en el páncreas y 

secretada en el intestino delgado como un precursor inactivo (zimógeno) llamado 

tripsinógeno, el cual mediante la pérdida de los primeros siete aminoácidos por 

corte proteolítico origina la tripsina activa (Rønnestad et al. 2013).  
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2.2 Análisis de  expresión 

 

Los genes de algunas tripsinas de peces han sido parcial o totalmente aislados 

para su caracterización molecular y su posterior utilización en la determinación de 

los niveles de expresión de estas enzimas como un efecto del tipo de dieta que se 

administra a estos organismos. De esta forma se han realizado análisis de 

expresión de tripsinas en peces marinos como el Atlantic salmon (Salmo salar) 

(Rungruangsak-Torrissen y Sundby 2000; Martin et al. 2002; Rungruangsak-

Torrissen et al. 2006; Lilleeng et al. 2007), Japanese anchovy (Engraulis 

japonicus) (Ahsan et al. 2001), Monterey sardine (Sardinops sagax caerulea) 

(Castillo-Yánez et al. 2005), true sardine (Sardinops melanostictus) (Kishimura et 

al. 2006), skipjack tuna (Katsuwonus pelamis) (Klomklao et al. 2007a), orange-

spotted (Epinephelus coioides) (Liu et al. 2012; Liu et al. 2013), mientras que en 

peces dulceacuícolas sólo destacan en especies como common carp (Cyprinus 

carpio) (Cao et al. 2000), Pelteobagrus fulvidraco (Wang et al. 2006) y snakehead 

(Channa argus) (Zhou et al. 2012).  

 

Por otro lado, se ha analizado la expresión de la tripsina durante la ontogenia 

inicial  en larvas de bullseye puffer fish (Sphoeroides annulatus) (García-Gasca et 

al. 2006), totoaba (Totoaba macdonaldi) (Galaviz et al. 2015), spotted rose 

snapper (Lutjanus guttatus) (Galaviz et al. 2012), sea bass (Dicentrarchus. labrax) 

(Cahu et al. 2004; Péres et al. 1998), Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus) 

(Murray et al. 2006), winter flounder (Pleuronectes americanus) (Murray et al. 

2004), grass carp (Ctenopharyngodon idella) (Ruan et al. 2010), Japanese eel 

(Anguilla japonica) (Kurokawa et al. 2002; Murashita et al.  2013),  con la finalidad 

de detectar el momento en el que el aparato digestivo del pez esta preparado para 

ser alimentado con formulaciones. Es por ello que parte de los objetivos de este 

trabajo están destinados a generar este conocimiento una especie de importancia 

comercial en la región (A. tropicus). 
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2.3 Usos de las tripsinas y perspectivas para su producción  
 

De forma industrial, las tripsinas de peces se obtienen actualmente de ciegos 

pilóricos (Kurtovic et al. 2006; Pálsdóttir y Gudmundsdóttir 2008; Khantaphant y 

Benjakul 2010; Freitas et al. 2012b), vísceras (Klomklao et al. 2011; Sila et al. 

2012) e intestinos (Souza et al. 2007; Jellouli et al. 2009; Unajak et al. 2012). Sin 

embargo, el proceso de obtención de las enzimas implica varias limitantes, tales 

como: a) la disponibilidad estacional de materias primas (Simpson et al. 1992; 

Bougatef  2013); b) la heterogeneidad en el rendimiento y/o actividad enzimática 

debido al estado nutricional de la especie y la degradación de los tejidos utilizados 

como materia prima (Simpson et al. 1992; Espósito et al. 2010); c) los costos de 

producción (Espósito et al. 2009; Bougatef 2013); y d) los bajos rendimientos 

asociados con los procesos de purificación utilizados. 

 

Las características de las tripsinas de peces  son diferentes dependiendo de la 

especie y en consecuencia, sus posibles aplicaciones en diferentes tipos de 

industrias. Las aplicaciones de tripsinas de peces incluyen las siguientes: como 

ingredientes en detergentes (Espósito et al. 2009, Espósito et al. 2010; Jellouli et 

al. 2009; Ktari et al. 2012; Nasri et al. 2012; Younes, et al. 2015; Bkhairia et al. 

2016), en la extracción de carotenoproteínas a partir de desechos de camarón 

(Simpson et al. 1992; Klomklao et al. 2009; Sila et al. 2012; Younes, et al. 2015; 

Poosin et al. 2017), en la producción de hidrolizados de proteína, como 

ingredientes alimenticios (Kristinsson y Rasco 2000; He et al. 2013; Tavano 2013; 

Ketnawa et al. 2016; Villamil et al. 2017) y diversas aplicaciones en la industria 

alimentaria (Bougatef et al. 2007; Balti et al. 2009; Freitas et al. 2012a).   
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Además, en los últimos años se ha propuesto una posible aplicación para las 

tripsinas de peces como agente antipatógeno. Esto  con base en ensayos in vitro, 

donde se ha observado que la tripsina del bacalao del Atlántico (Gadus morhua) 

ha demostrado una alta eficacia antipatogénica contra el VHS-1 y el virus sincicial 

respiratorio (VRS), los dos virus patógenos más prevalentes en las infecciones del 

tracto respiratorio superior. Por otro lado, los ensayos in vivo han mostrado 

resultados favorables usando tripsina de bacalao del Atlántico en formulaciones 

para curar heridas. En ambos casos, la alta capacidad digestiva de la enzima 

juega un papel importante en su efectividad contra los patógenos. Además, esta 

enzima fue de 3 a 12 veces más efectiva en la degradación de proteínas nativas 

grandes que la tripsina bovina (Gudmundsdóttir et al. 2013).  

 

La tripsina del bacalao del Atlántico se ha propuesto también para el desarrollo de 

cosméticos y medicamentos, dado que estas enzimas inactivan enterotoxinas 

bacterianas, citoquinas inflamatorias y receptores de superficie celular implicados 

en la adhesión celular. Lo que permite su uso terapéutico como agente tópico 

contra el dolor, inflamación aguda y crónica, enfermedades reumáticas y 

autoinmunes, alergias, infecciones microbianas (Clarsund y Blom 2015 a,b), 

dermatopatías y removedor de placa dental (Bjarnason  2000). Se han registrado 

seis patentes relacionadas con su producción y uso, para la prevención y el 

tratamiento de enfermedades (WO2000078332A2; WO2015114343A1; 

WO2015150799A1; WO2017017027A1; EP3120866A1; WO2017017012A1). 

 

Aunque las tripsinas de peces pueden obtenerse a partir de fuentes naturales, es 

necesario explorar fuentes alternativas para reducir los costos de producción 

debidos a las limitaciones mencionadas anteriormente, particularmente para el uso 

de estas enzimas en la biomedicina (Fornbacke y Clarsund 2013; Gudmundsdóttir 

et al. 2013).  
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Es por ello que la producción de tripsinas recombinantes es una alternativa que 

ofrece algunas ventajas: a) este método es independiente de la estacionalidad de 

las materias primas, b) las tripsinas recombinantes pueden obtenerse utilizando un 

sistema controlado que puede optimizarse para aumentar los rendimientos de 

producción, y c) se pueden usar algunas estrategias de purificación diseñadas 

específicamente para sistemas de producción de proteínas recombinantes. Hasta 

la fecha, ha habido poca investigación en profundidad sobre la viabilidad de 

producir tripsinas de peces en sistemas heterólogos, sin embargo, se han 

caracterizado algunas propiedades bioquímicas de tripsinas recombinantes de 

peces producidas en los sistemas de expresión Escherichia coli y Pichia pastoris 

(Ansan y Watabe 2005; Macouzet et al. 2005; Jónsdóttir y Gudmundsdóttir 2004; 

Pálsdóttir y Gudmundsdóttir, 2004, 2007, 2008).  

 

El uso de proteínas  recombinantes en la nutrición  de organismos acuáticos 

todavía es reducido. Sin embargo existe  un  gran  potencial  para  su  aplicación 

en el procesamiento de alimentos, utilizándolas como aditivos, para incrementar la 

eficiencia de asimilación y sus características nutricionales (Guerrero-Olazarán et 

al. 2004). Antes de llevar a cabo la síntesis de una proteína recombinante se debe 

tomar en consideración algunos factores, que nos permitirán elegir el sistema de 

expresión más adecuado. Hoy en día existe una diversidad de vectores de 

expresión disponibles comercialmente (Guevara-Hernández et al. 2013) además 

de que si se requiere, existe la posibilidad de diseñar y posteriormente enviar a 

sintetizar vectores con características específicas (Guerrero-Olazarán et al. 2004). 

Entre los factores a tomar en cuenta de manera general es necesario conocer  su 

origen (procariota o eucariota) (Basile y Peticca 2009), las propiedades de la 

proteína que vamos a expresar, ya que de estás dependerá el método de 

purificación que se deberá usar (Guevara-Hernández et al. 2013; Reece 2004), 

una vez expresada que aplicación se le dará, y las condiciones o variables a 

controlar durante su cultivo (Holmes et al. 2009). 
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Generalmente los sistemas de expresión para eucariotas son más eficientes 

llevando a cabo la síntesis de una proteína específica que un sistema procariota 

(Pálsdóttir y Gudmundsdóttir 2004). También es necesario conocer la secuencia 

de nucleótidos codificantes, además de ser necesario, se deberá optar por el uso 

de codones preferenciales (Lara 2011). Dentro de la gran diversidad de sistemas 

de expresión que podemos utilizar para la síntesis de proteínas recombinantes, E. 

coli, es el más utilizado; sin embargo, en la práctica uno de los cuellos de botella 

que se presentan durante el proceso de expresión de proteínas recombinantes 

son los bajos niveles de expresión de algunas proteínas de eucariontes, esto 

puede explicarse basándonos en el conocimiento de que existen codones 

preferenciales  que  son usados en las proteínas que expresan en gran cantidad, 

mientras que para las proteínas que expresan en menor cantidad utilizan codones 

menos comunes, y más aún el hecho de que los organismos procariotas utilizan 

diferentes codones que los eucariotas (Pérez 2015).  

 

Es por esa razón que en la búsqueda de solucionar esa problemática, y gracias a 

la aplicación de herramientas biotecnológicas es posible la síntesis de vectores 

que contienen el gen de la proteína, a la cual se le realiza la modificación, en 

busca de mejorar los niveles de expresión y por ende el rendimiento obtenido de la 

proteína de interés (Guevara-Hernández et al. 2013; Lara 2011). Otra alternativa 

es el uso de sistemas para la expresión con cepas de bacterias como RosettaTM 

que expresa los ARNt de AGG, AGA, AUA, CUA, CCC y GGA de otras moléculas 

de ARNt que  se usan raramente en E. coli pero se producen frecuentemente en la 

secuencia de codificación de mamíferos (Reece 2004). Hasta  el  momento,  no  

ha    sido  estudiada  ninguna  tripsina  purificada  de Pejelagarto (A. tropicus) o 

producida  mediante el uso de  sistemas  recombinantes.  Por tal motivo, algunos 

de los objetivos específicos de  este  trabajo  están enfocados a obtener el  gen  

que  codifica  para  una  tripsina  de  A. tropicus  para  realizar  su  caracterización  

molecular y en un futuro su producción en sistemas heterólogos. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

Es importante medir la expresión génica de tripsina durante la ontogenia inicial de 

A. tropicus, ya que nos permite obtener información valiosa acerca de los cambios 

morfofisiológicos que ocurren durante esta etapa, y de esta manera podemos 

contribuir a complementar los trabajos que hasta el momento se han venido 

realizando, además el complementar  esta información con la expresión de la 

tripsina  en diferentes tejidos digestivos, de organismos silvestres y de cautiverio, 

estudio que anteriormente no se había realizado en A. tropicus brinda  una 

oportunidad interesante para comprender con mayor profundidad, el efecto que el 

hábitat, la frecuencia y tipo de alimentación, entre otros factores, pudieran tener en 

la expresión de esta proteasa. 

 

Además, hasta el momento, no ha sido caracterizada ninguna tripsina purificada 

de A. tropicus, no se conocen sus propiedades bioquímicas y no sabemos si 

pudieran tener características que pudieran ser aprovechadas por algún sector 

industrial. Por ello, resulta interesante aislar el gen que codifica para la tripsina de 

pejelagarto (A. tropicus) para caracterizarlo y en un futuro expresarlo en un 

hospedero heterólogo y caracterizar las propiedades de la enzima recombinante.  
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4. OBJETIVOS 
 

4.1 Objetivo General 

 

Determinar los niveles de expresión de tripsina (TRY) en diferentes tejidos y 

durante la ontogenia de Atractosteus tropicus y aislar el gen que la codifica para 

expresarlo en un hospedero heterólogo. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

-Aislar el gen que codifica para la tripsina de pejelagarto (A. tropicus) y realizar su 

caracterización molecular. 

 

 -Cuantificar la expresión del gen que codifica para la tripsina de A. tropicus en 

diferentes tejidos de organismos adultos silvestres y de cautiverio  

 

-Cuantificar la expresión del gen que codifica para la tripsina durante la ontogenia 

inicial 0 (embrión), 5, 10, 15, 20, 25 y 30 días después de la eclosión (DAH) de A. 

tropicus. 

 

-Clonar y expresar la tripsina de pejelagarto (A. tropicus) en un hospedero 

heterólogo 
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5.1 CAPÍTULO I: Expression of trypsin in adults and larvae of tropical 
gar Atractosteus tropicus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo por someter:  

Jesús de la Cruz, K. de M., Álvarez González, C. A., Ávila Fernández, Á, Tovar 

Ramírez, D., Jiménez Martínez, L.D., & Peña, E. (2018). Expression of Trypsin in 

adults and larvae of  tropical gar Atractosteus tropicus. Sometido a la revista Fish 

Phisiology and Biochemistry. 
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Resumen  Se determinaron los niveles de expresión de tripsina (TRY) en diferentes tejidos 

de organismos adultos silvestres y de cautiverio, así como los cambios en la expresión 

durante la ontogenia inicial de Atractosteus tropicus.  Se realizó extracción de RNA y 

síntesis de cDNA a partir de páncreas, posteriormente se amplificó por PCR punto final 

empleando oligonucleótidos diseñados a partir de diferentes secuencias de TRY de peces 

registradas en el GenBank. Posteriormente, se diseñaron oligonucleótidos específicos a 

partir de la secuencia parcial de TRY y se realizó la extracción de RNA y síntesis del 

cDNA de los 11 tejidos: hígado, páncreas, estómago, esófago, intestino, ciegos pilóricos, 

cerebro, músculo, branquias, testículo y riñón de individuos de cautiverio y silvestres de  A. 

tropicus. Asimismo, se tomaron muestras de larvas de A. tropicus los días 0 (embrión), 5, 

10, 15, 20, 25 y 30 días después de la eclosión (DAH) a las cuales se les extrajo el ARN y 

se realizó la síntesis de cDNA para medir la expresión en tiempo real. Los resultados 

muestran que la mayor expresión relativa de TRY se dió en el páncreas y en los tejidos 

digestivos en los organismos silvestres y de cautiverio; sin embargo, éstos últimos 

presentaron una mayor expresión de TRY comparados con los silvestres. Mientras que la 

expresión relativa de TRY durante la ontogenia inicial se mostró desde los embriones (0  

DAH), para alcanzar el máximo valor a los 15 DAH, y posteriormente disminuyó. Se 

concluye que los niveles de expresión de TRY en los adultos de cautiverio, se deben  al alto 

contenido de proteína que proporciona el alimento balanceado. Mientras que la mayor 

expresión de TRY se detectó a los 15 DAH lo que indica que a esta edad el sistema 

digestivo de las larvas de  A. tropicus está totalmente desarrollado y es capaz de hidrolizar 

totalmente cualquier tipo de alimento que se les proporcione. 
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Palabras clave   Tripsina, Gen, Expresión, Atractosteus tropicus 

Introducción 

El pejelagarto (Atractosteus tropicus) es una especie que habita en cuerpos de agua con 

abundante vegetación acuática (Aguilera et al. 2002; Márquez-Couturier et al. 2015c), sin 

embargo en los últimos años las poblaciones naturales han disminuido considerablemente 

como consecuencia de la sobreexplotación, pérdida y/o alteración de su hábitat y sitios de 

desove; poco conocimiento de su biología, la ignorancia sobre su importancia ecológica, y 

distribución actual (Aguilera et al. 2002; Mendoza et al. 2008; Arias-Rodríguez et al. 2009; 

Márquez-Couturier et al. 2015c).  

 

Desde hace más de 30 años esta especie ha sido ampliamente estudiada, su reproducción en 

cautiverio, y su larvicultivo se ha logrado utilizando presas vivas y alimentos balanceados, 

al grado que actualmente existen granjas comerciales para la producción de crías y engorda 

en diversos sistemas (Márquez-Couturier & Vázquez-Navarrete, 2015 a, b; Márquez-

Couturier et al. 2015c). 

 

 De igual manera en los últimos años se han realizado estudios sobre la fisiología digestiva 

en A. tropicus tanto en larvas (Aguilera et al. 2012; Frías-Quintana et al. 2015b), como 

juveniles (Guerrero-Zárate et al. 2014), los cuales han permitido comprender los procesos 

digestivos a lo largo de sus etapas de desarrollo y potenciar el cultivo al desarrollar 

alimentos balanceados en función de su fisiología digestiva (Frías-Quintana et al. 2010; 

Frías-Quintana et al. 2015a; Frías-Quintana et al. 2017). 
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 De esta manera, el complementar esta información con la expresión génica de enzimas 

digestivas, particularmente proteasas (Darias et al. 2005; Galaviz et al. 2012, Galaviz et al. 

2015), permitirá comprender con mayor profundidad la hidrólisis de las proteínas y la 

biodisponibilidad de nutrientes en los alimentos balanceados para mejorar el diseño de las 

formulaciones (Kolkovski 2001; Zambonino-Infante and Cahu 2007; Rønnestad  et al. 

2013).  

 

En este aspecto, la tripsina (TRY, EC 3.4.21.4.) es una enzima digestiva importante en la 

fisiología digestiva (Moyano et al. 1996; De la Parra et al. 2007; Rungruangsak-Torrisen 

2012), debido a que escinde cadenas de péptidos principalmente en el lado carboxilo de 

lisina y arginina, excepto cuando es seguido por la prolina, liberando péptidos más 

pequeños para que otras proteasas digestivas intestinales continúen el proceso de hidrólisis 

(Sastre et al. 2005; Sanz 2009).  La TRY se sintetiza en el páncreas como tripsinógeno y se 

almacena en gránulos de zimógeno, luego es secretada al  tracto digestivo (Chen et al. 

2010; Hirota et al. 2006; Raraty et al. 2000)  y activada por una enteroquinasa a TRY, la 

que a su vez, activa a la quimotripsina, elastasa, colagenasa y lipasa (Sastre et al. 2005; 

Thrower et al. 2006).  

 

En este sentido, los genes de algunas tripsinas de peces han sido parcial o totalmente 

aislados para su caracterización molecular y su posterior utilización en la determinación de 

los niveles de expresión de estas enzimas como un efecto del tipo de dieta que se administra 

a estos organismos.  
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De esta forma se han realizado análisis de expresión de tripsinas en peces marinos como el 

Atlantic salmon (Salmo salar) (Rungruangsak-Torrissen and Sundby 2000; Martin et al. 

2002; Rungruangsak-Torrissen et al. 2006; Lilleeng et al. 2007), Japanese anchovy 

(Engraulis japonicus) (Ahsan et al. 2001), Monterey sardine (Sardinops sagax caerulea) 

(Castillo-Yánez et al. 2005), true sardine (Sardinops melanostictus) (Kishimura et al. 

2006), skipjack tuna (Katsuwonus pelamis) (Klomklao et al. 2007), orange-spotted 

(Epinephelus coioides) (Liu et al. 2012; Liu et al. 2013), mientras que en peces 

dulceacuícolas sólo destacan en especies como common carp (Cyprinus carpio) (Cao et al. 

2000), Pelteobagrus fulvidraco (Wang et al. 2006) y snakehead (Channa argus) (Zhou et 

al. 2012).  

 

Por otro lado, se ha analizado la expresión de la TRY durante la ontogenia en larvas de 

bullseye puffer fish (Sphoeroides annulatus) (García-Gasca et al. 2006), totoaba (Totoaba 

macdonaldi) (Galaviz et al. 2015), spotted rose snapper (Lutjanus guttatus) (Galaviz et al. 

2012), sea bass (Dicentrarchus. labrax) (Cahu et al. 2004; Péres et al. 1998), Atlantic 

halibut (Hippoglossus hippoglossus) (Murray et al. 2006), winter flounder (Pleuronectes 

americanus) (Murray et al. 2004), grass carp (Ctenopharyngodon idella) (Ruan et al. 2010), 

Japanese eel (Anguilla japonica) (Kurokawa et al. 2002; Murashita et al. 2013). Es por ello 

que el objetivo es contribuir en el conocimiento de los cambios de expresión relativa de 

TRY en diversos tejidos de individuos adultos y durante la ontogenia inical en una especie 

de importancia comercial en la región (A. tropicus). 
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Materiales y  Métodos 

Para la realización del presente estudio se obtuvieron un total de 20 ejemplares machos de 

A. tropicus, de los cuales 10  individuos (400-520 g and 32 to 34 cm total length) fueron 

capturados en la Laguna El horizonte de la comunidad el Espino localizada a 32 km de la 

ciudad de Villahermosa, Tabasco, con coordenadas geográficas 18º 14’ 50” latitud norte y 

92º 49’ 58” latitud oeste y 10 individuos (550-580 g  and 30 to 35 cm total length) en 

cautiverio, los cuales fueron obtenidos de las instalaciones del  Laboratorio de Acuacultura 

Tropical de la DACBiol -UJAT. Los organismos se mantuvieron en tanques de polietileno 

con medidas de 1.94 m de diámetro por 0.70 m de altura. La alimentación que se les 

suministró  fue basada en alimento balanceado para trucha con 46 % de proteína y 16 % de 

lípidos  con tamaños que variaron de 5.5 a 9.0 mm (El Pedregal
® 

Silver Cup, Toluca, 

México). 

 

Larvicultura y muestreo  

Para este estudio, se obtuvieron un  total de 450 embriones de A. tropicus de una 

reproducción inducida (de hembras de 3.5 kg y tres machos de  1.5 kg de peso promedio) 

usando inducción con  LHRHa (35 g pez
-1

) y se mantuvieron en un tanque plástico 

redondo  de  2000-L (2 m de diámetro) en el Laboratorio de Acuacultura Tropical 

(DACBiol-UJAT). Después del desove (16 h post- inducción hormonal), los reproductores 

fueron retirados para mantener los huevos adhesivos hasta la eclosión (3 días después de la 

fertilización a  29 ºC, 0 días después del desove). Los embriones con saco vitelino fueron  

transferidos a tres tanques de plástico de 70-L (150 larvas por tanque) conectados a un 
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sistema de recirculación con un depósito de 1500-L compuesto por un filtro biológico, 

bomba centrífuga de 3/4 HP (Jacuzzi, JWPA5D-230A, Delavan, WI, EE.UU.), filtro de 

arena (STA-RITE, S166T, Delavan WI, EE.UU.) y un calentador de titanio (PSA, 

R9CE371, Delavan, WI, EE.UU.). La calidad del agua del sistema se midió diariamente 

con un oxímetro (YSI 85, Ohio, EE.UU.) y un medidor de  pH (HANNA HI 991001, 

Romania, EU) y se mantuvo durante 30 días de larvicultura de la siguiente manera: registro 

de temperatura (29.0 ± 1.0 ºC), oxígeno disuelto (6.4 ± 0.5 mg L
-1

) y  pH (6.7 ± 0.2). 

Despuésde la absorción del saco vitelino  (2 días después de la eclosión, DAH por sus 

siglas en Inglés), las larvas se transfirieron al sistema de recirculación para iniciar la etapa 

de alimentación, realizada cinco veces al día (08:00, 11:00, 13:00, 15:00 y 18:00 h) 

comenzando con nauplios de Artemia (AN, 2-5 nauplios mL
-1

) desde la apertura de la boca 

hasta 17 DAH.  

 

Posteriormente, se proporcionó alimento de trucha (TD, Silver Cup
®
 46 % protein and 16 

% lipids) hasta 31 DAH. A este respecto, el tamaño de partícula  del alimento que se les 

proporcionó fue de acuerdo al crecimiento de las larvas (de 250-500, 500-750 and >750 

μm). Durante la larvicultura, el muestreo se realize en difeentes días después de la eclosió 

del embrión: 0, 5 y 10 DAH con 48 organismos (16 por tanque) y 15, 20, 25 y 30 DAH (10 

por tanque) por triplicado. Las larvas se sacrificaron en primer lugar en agua (-4 ºC), y se 

recolectaron antes de la primera alimentación y cada réplica se enjuagó con agua destilada 

y se transfirió a tubos Eppendorf de 1.0 to 1.5 mL con RNA-Later (Life technologies, 

Carlsbad, CA, EE.UU.) y almacenados a -80 ºC hasta su análisis posterior. 
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Muestreo y análisis de ARN 

Posteriormente, los individuos de  A. tropicus silvestres y de cautiverio fueron sacrificados 

por choque térmico (-4 ºC) y diseccionados para obtener 11 tejidos: hígado, páncreas, 

esófago, estómago, intestino, ciego pilórico, cerebro, músculo, branquias, testículo y riñón. 

La extracción de ARN se realizó a partir de un pool de cada tejido y de las larvas 

respectivamente, por el método de Trizol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.). 

Posteriormente, la concentración de ARN y la pureza se estimaron mediante la relación 

260/280 usando el espectrofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EE.UU.). Para determinar la integridad de los ácidos nucleicos, se realizó una 

electroforesis en un gel de agarosa al 1.2 % utilizando una alícuota de 5 μL de muestra 

mezclada con 2 μL de buffer de corrida de cada una de las muestras a 70 voltios en una 

cámara de electroforesis Mini Sub Cell GT (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) por 45 

minutos; las bandas resultantes se visualzaron con el sistema de imágenes Molecular 

Imager
®
 Gel Doc 

TM
 XR+ Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Una vez que 

se evaluó la integridad del material genético de cada una de las muestras, se realizaron 

alícuotas de acuerdo con su concentración. 

 

ADNc de tripsina de A. tropicus (TRY) 

Se usó un microgramo de ARN para la transcripción inversa con el kit de síntesis de ADNc 

iScript
TM

 Select 170-8896 (Bio-Rad, Hercules, California, EE. UU.). Posteriormente, se usó 

2 μL de ADNc para la PCR punto final, y qPCR respectivamente.  
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PCR Punto final  

Para obtener la secuencia parcial de TRY se empleó un termociclador MasterCycler
®  

nexus 

de 96 pocillos (Eppendorf AG, GSX1, HSV, DE), utilizando la Platinum Taq DNA 

Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) en un volumen final de reacción de 20 L, 

la cual  contenía: 2 L de Buffer 10x, 1 L de 50 mmol L
-1

 MgCl2, 2 L of dNTPs, 0.2 L 

de cada oligonucleótido  a una concentración de 15 mmol L
-1

, 0.1 L of  Platinum Taq y 

12.5 L de  H20. La amplificación se realizó bajo las siguientes condiciones 30 s  a 95 ºC, 

seguido de 30 ciclos de  94 ºC durante 60 s, 58 ºC durante 60 s y 72 ºC durante 60 s con un 

proceso de extensión de 5 min a 72 ºC.  

 

Asimismo, se diseñaron oligonucleótidos específicos a partir de las regiones conservadas 

observadas en el alineamiento de las secuencias de TRY de las siguientes especies de 

peces: red seabream (Pagrus major, Temminck and Schegel, 1843), Japanese anchovy (E. 

japonicus, Temminck and Schegel, 1846), zebra fish (Danio rerio, Hamilton 1822), 

Japanese amberjack (Seriola quinqueradiata, Temminck and Schegel, 1845), white 

seabream (Diplodus sargus, Linnaeus, 1758),  gilthead seabream (Sparus aurata, Linnaeus, 

1758), Japanese flounder (Paralichthys olivaceus, Temminck and Schegel, 1846), Japanese 

eel (A. japonica, Temminck and Schegel, 1846)  y grass carp (C. idella, Valenciennes, 

1844) disponibles en la base de datos GenBank (Tabla 1).  
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Los productos de amplificación se separaron en un gel de agarosa al 1.2 % teñido con 

bromuro de etidio usando un marcador de peso molecular de 100 pb (Promega, Madison, 

WI, EE.UU.), las bandas fueron observadas en un UV translucent (UVP, Canadá), se 

cortaron del gel y se purificaron usando el kit PureLink
®
 PCR Purification Kit, (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EE.UU.). Las bandas purificadas fueron enviadas a la Unidad de Síntesis y 

Secuenciación del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional Autónoma de 

México para su procesamiento. 

 

Análisis de secuencia 

La secuencia parcial obtenida (Fig. 1) se analizó, tradujo y comparó con las secuencias ya 

reportadas en la base de datos GenBank por BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). El 

árbol filogenético se generó usando métodos de neighbor-joining (NJ)  basados en la 

secuencia de aminoácidos usando el software MEGA 7.0. 

 

Diseño de primers qPCR  

Los oligonucleótidos fueron diseñados a partir de la secuencia parcial de tripsina de A. 

tropicus obtenida como se describe en la sección anterior, empleando el software Primer 3 

Plus versión 4.0.0 ( https://primer3plus.com/primer3web/primer3web_input.htm) (Tabla 1).  

 

Los oligonucleótidos diseñados cumplieron con las siguientes características: longitud de 

20 nucleótidos, temperatura de alineación de  60 ºC, conteniendo un porcentaje 50-55 % de 

CG (Guanina-Citosina)  y no forman estructuras  secundarias de acuerdo al análisis en  el 
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software Oligo Calculator versión 3.27 

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html). 

 

Reacción cuantitativa en cadena de la Polimerasa (qPCR) en diferentes tejidos en 

individuos silvestres y en cautiverio de  A. tropicus y  larvas 

 

El análisis de expresión de TRY de los diferentes tejidos y durante la ontogenia inicial de 

A. tropicus, se realizó por medio de qPCR, para lo cual se emplearon los ADNc de los 11 

tejidos de los individuos silvestres y cautiverio de A. tropicus, para lo cual se utilizó el 

páncreas de  A. tropicus como tejido blanco, realizando un pool del tejido de los individuos 

silvestres y de cautiverio  para la obtención de la secuencia de TRY y los ADNc  de los días 

0 (embrión), 5, 10, 15, 20, 25 y 30 DAH. 

 

Empleando los oligonucleótidos específicos de TRY en un Termociclador Tiempo Real  

96-well CFX96 (Model C1000, California, EE.UU.). La mezcla de reacción fue de 20 μL, 

incluidos 5 μL de Eva Green, 2 μL de cDNA, 12.2 μl de H20 y 0.4 μL de cada  primer. La 

qPCR se realizó en condiciones de 30 min a 95 ºC, seguida de 39 ciclos de 95 ºC durante 5 

s, 60 ºC durante 5 s. Para la normalización de ADNc, se usó el gen EF1-α (número de 

acceso: KT351350) como gen constitutivo y se llevó a cabo en  paralelo con todas las 

muestras. Se generó una curva estándar para cada par de  para estimar las eficiencias de 

amplificación basadas en cantidades conocidas de ADNc (diluciones en serie cuatro veces 

correspondientes a ADNc transcrito de 100 a 0.1 ng de ARN total).  
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 La expresión relativa de los genes entre los tejidos y el crecimiento de las larvas se calculó 

mediante el método delta-delta Ct (Pfaffl 2001) 

 

Análisis  Estadístico   

Las expresiones relativas de tripsina (TRY) entre los diferentes tejidos en adultos de 

cautiverio y silvestres así como los diferentes días después de la eclosión de las larvas se 

analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Se realizó una prueba Nemenyi a 

posteriori con diferencias significativas entre los niveles de expresión, utilizando un valor 

de significación de 0.05. Todos los análisis estadísticos se realizaron usando el software 

STATISTICA
TM

 v. 7.0 (Statsoft, Tulsa, OK, EE.UU.), y se graficó con el software Sigma 

Plot 12.3. 

 

Resultados 

PCR Amplifications and Sequencing Analysis 

La amplificación por PCR empleando los oligonucleótidos específicos diseñados con base 

en el alineamiento de secuencias de tripsinas (TRY) de diferentes especies de peces dió 

como resultado una secuencia de nucleótidos parcial de 419 pb (número de acceso: 

KX882028) que fue reportada  en el GenBank  y que codifica para un fragmento de 139 

aminoácidos  (Fig. 1). 
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Análisis de la distancia filogenética entre secuencias 

En el análisis filogenético la secuencia de aminoácidos parcial de tripsina (TRY) de A. 

tropicus forma un clado con C. idella  mostrando un  bootstrap value del 59 %. Estas 

especies  forman un clado con blacktail snapper (Lutjanus fulvus, Forster, 1801) con un  

bootstrap value of  86 %, mostrando una alta identidad con la isoforma tripsina 3 (Fig. 2). 

 

Expresión relativa de tejidos 

Los niveles de expresión de tripsina (TRY) en los peces silvestres muestran el mayor nivel 

de expresión en el páncreas, seguida de intestino, ciegos pilóricos, estómago, esófago e 

hígado, mientras que el músculo, cerebro, riñón, testículo y branquia obtuvieron los 

menores niveles de expresión. En el caso de los peces de cautiverio se observó la misma 

tendencia, pero en estos peces se detectó un mayor  nivel de  expresión relativa de TRY en 

los tejidos de  intestino, ciegos pilóricos, estómago, esófago e  hígado en comparación con 

los silvestres (Fig. 3). 

 

Expresión relativa en larvas 

En relación a los niveles de expresión de tripsina (TRY) durante la ontogenia inicial se 

observa un incremento en los embriones (0 DAH), que decrece hacia el día 10 DAH y 

nuevamente incrementa para alcanzar su nivel máximo a los 15 DAH. Finalmente la 

expresión relativa decrece en los días posteriores (Fig. 4). 
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Discusión 

Niveles de expresión de tripsina en diferentes tejidos en adultos de  A. tropicus. 

 

De acuerdo con  los resultados obtenidos sobre los niveles de expresión de tripsina  (TRY) 

en los once tejidos analizados en los organismos adultos silvestres y de cautiverio  de  A. 

tropicus, se presentan los mayores niveles en los tejidos digestivos como páncreas, 

intestino, ciegos pilóricos, estómago, esófago e hígado. Esto es similar a lo obtenido en 

especies como S. salar (Rungruangsak-Torrissen and Sundby  2000; Rungruangsak-

Torrissen et al. 2006; Lilleeng et al. 2007), D. labrax (Cahu et al. 2004; Péres et al. 1998), 

E. japonicus (Ahsan et al. 2001), S. sagax caerulea (Castillo-Yánez et al. 2005), S. 

melanostictus (Kishimura et al. 2006), K. pelamis (Klomklao et al. 2007), P.  fulvidraco 

(Wang et al. 2006), C. argus (Zhou et al. 2012), C. carpio (Cao et al. 2000).  

 

La mayor expresión de TRY fue detectada en el páncreas tanto en individuos silvestres 

como de cautiverio, lo que se explica ya que la tripsina se sintetiza en dicho órgano como 

proenzima y se activa al escindir un propéptido corto del extremo N del zimógeno inactivo, 

con lo cual la tripsina se activa a la luz del tubo digestivo para iniciar la hidrólisis de las 

proteínas, además de ser responsable de activar a otras enzimas (Sunde et al. 2004; Zhou et 

al. 2012; Guerrero-Zárate  et al. 2014). Por otra parte,se han detectado varias isoformas de 

TRY en peces (Cao et al. 2000;  Rungruangsak-Torrissen et al. 2006; Lu et al. 2008) , por 

lo que para dilucidar dichas isoformas ha sido necesario clonar las secuencias completas 

(Zhou et al. 2012; Ahsan et al. 2001).  
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En este sentido, el análisis filogenético de la TRY de A. tropicus en comparación a otras 

especies de peces muestra la mayor identidad con la isoforma TRY 3, lo que se refuerza 

con la investigación de Lilleeng et al. (2007), en S. salar, quienes muestran que la mayor 

expresión de TRY 3 se da en el páncreas, intestino y ciegos pilóricos, mientras que las TRY 

1 y 2 se encuentran en otros tejidos, como esófago y estómago, entre otros e incluso 

cerebro, en donde la abundancia del transcrito de TRY 2 también fue reportada  para 

Senegalese sole (Solea senegalensis Kaup) (Manchado et al. 2008).  

 

Está amplia distribución de  tripsinas en otros tejidos no digestivos, respalda la hipótesis de 

Koshikawa et al. 1998, de que algunas isoformas además pueden estar implicadas en  

procesos  relacionados con el mantenimiento de las funciones de las células epiteliales, 

sistema inmunológico y sistema nervioso central, quienes detectaron por medio de técnicas 

de hibridación in situ e inmunohistoquímica una isoforma cerebral específica (TRY4), en 

las células nerviosas del hipocampo y la corteza cerebral en humanos y ratones. Debemos 

mencionar que la expresión de TRY en intestino, ciegos pilóricos, estómago, esófago e 

hígado es mayor en los adultos de  A. tropicus de cautiverio que en los adultos silvestres, 

esto puede deberse a que los individuos en cautiverio están bajo condiciones controladas 

con una mayor frecuencia alimentaria y sobre todo por el alimento comercial empleado 

para su mantenimiento, el cual contiene 46 % de proteína,  lo que refleja un mayor gasto 

energético, ya que la tripsina juega un papel importante en la especificidad hacia los 

aminoácidos básicos esenciales en la nutrición, resaltando la calidad de proteínas que es 

administrada en dicho alimento que permite una hidrólisis rápida de proteínas 

(Rungruangsak-Torrissen and Sunby 2000; Rungruangsak-Torrissen et al. 2006). 
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Niveles de expresión de trypsin TRY en larvas A. tropicus. 

 

Como se mencionó anteriormente TRY se sintetiza en el páncreas como la proenzima 

tripsinógeno y se almacena en gránulos de zimógeno (Murray et al. 2004; García-Gasca et 

al. 2006). El análisis de expresión de TRY realizado durante la ontogenia inicial en A. 

tropicus se detectó desde el embrión, presentando la máxima expresión al día 15 DAH. 

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Frías-Quintana et al. (2015b), quienes 

determinaron que las larvas de A. tropicus pueden ser considerados juveniles a partir de los 

15 DAH ya que presentan el pico máximo de las actividades de proteasas digestivas 

intestinales (tripsina y quimotripsina), además que histológicamente está totalmente 

desarrollado el intestino. De igual manera, en otras especies como D. labrax (Cahu et al. 

2004), S. annulatus (García-Gasca et al. 2006), S. salar (Rungruangsak-Torrissen et al. 

2006), L. guttatus (Galaviz et al. 2012) y T. macdonaldi (Galaviz et al. 2015), se ha 

detectado la expresión de tripsinógeno desde el huevo. En este sentido, los autores 

mencionan que  la expresión de TRY en los primeros días del desarrollo larval esta 

programada genéticamente para aprovechar los componentes del vitelo (alimentación 

endógena), y los incrementos de la expresión se relacionan al proceso de primera 

alimentación, así como a los cambios de alimentos vivos o inertes, además de la 

maduración del sistema digestivo (Gawlicka and Horn 2006). Por otra parte, la expresión 

de TRY se ha detectado en el embrión y en el momento de la eclosión en especies como 

Melanogrammus aeglefinus y el bacalao del atlántico Gadus morhua  (Perez-Casanova et 

al. 2006), durante la primer alimentación en la anguila japonesa A. japonica (Kurokawa et 

al. 2002), Japanese flounder P. olivaceus (Suzuki et al. 2002), Atlantic halibut H. 

hippoglossus (Murray et al. 2006), tilapia Oreochromis mossambicus (Lo and Weng 2006) 
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y pargo rojo Pagrus pagrus (Darias et al. 2005) y desde el momento de la apertura de la 

boca y ano en winter flounder (P. americanus) (Murray et al. 2004) P. fulvidraco (Wang et 

al. 2006) y C. idella (Ruan et al. 2010). Por lo anterior, se considera que la expresión de 

TRY varía  entre las larvas de especies de peces en función del desarrollo ontogenético y 

del tipo de alimentación exógena (García-Gasca et al. 2006; Kurokawa et al. 2002). Por 

otra parte, es probable que la expresión de TRY en el embrión de A. tropicus,  se deba al 

mRNA que proporcionó la madre en el momento de desarrollo, y dicha expresión comienza 

antes de la eclosión (García-Gasca et al. 2006), y se incrementa cuando el tejido 

pancreático inicia su desarrollo, lo que fue detectado a los 3 DAH (momento de la primera 

alimentación) en A. tropicus (Frías-Quintana et al. 2015), e inclusive si no esta 

completamente diferenciado, como ha sido reportado en  L. gutattus y S. annulatus 

(Galaviz et al. 2012; García-Gasca et al. 2006). Por otra parte, la mayor expresión de TRY 

presentada en el día 15 DAH en las larvas de A. tropicus, concuerda con el trabajo de Frías-

Quintana et al. (2015b), quienes indican que desde los 15 DAH inicia el periodo juvenil, y 

el páncreas y el sistema digestivo están totalmente maduros y ya no se presentan cambios 

morfofisiológicos, por lo que las larvas son capaces de digerir y absorber los nutrientes de 

forma totalmente eficiente. Es importante recalcar que a los 15 DAH, las larvas de A. 

tropicus ya cuentan con la fisiología digestiva de un juvenil y son consideradas carnívoros 

oportunistas con un desarrollo ontogenético inicial precoz, lo que ha permitido realizar el 

destete de forma rápida utilizando una dieta comercial para trucha, aunque actualmente, se 

ha diseñado un alimento balanceado más adecuado para su cultivo, con lo que se ha logrado 

mejores crecimientos y supervivencias mayores al 90 % en la etapa larval, además de 

disminuir el canibalismo (Frías-Quintana et al. 2015a).  
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Es así que A. tropicus es una especie que puede ser considerada de desarrollo ontogenético 

transicional (alimentación endo-exotrófica) desde el punto de vista de su fisiología 

digestiva (Mendoza et al. 2002; Aguilera et al. 2002), lo cual es diferente a lo reportado en 

larvas de otras especies marinas como S. salar. (Lilleeng et al. 2007; Martin et al. 2002; 

Rungruangsak-Torrissen et al. 2006; Rungruangsak-Torrissen and Sundby 2000), D. labrax 

(Zambonino-Infante and Cahu 2007; Zambonino-Infante et al. 2008) y T. macdonaldi 

(Galaviz et al. 2015), las cuales, aunque presentan mayores niveles de expresión de TRY, 

requieren ser alimentadas con presas vivas (rotíferos y nauplios de Artemia) (García-Gasca 

et al. 2006) por más tiempo, ya que son consideradas especies que presentan ontogenia 

indirecta, por lo que la máxima eficiencia en la síntesis y secreción de los gránulos de 

zimógeno pancreático de las proteasas digestivas requiere más tiempo (Zambonino-Infante 

et al. 2008). 

 

En conclusión, la detección del gen de TRY, inclusive antes de la eclosión de las larvas 

(embriones), muestra la capacidad de la larva para digerir proteínas tan pronto como se da 

la apertura de la boca, además, que las fluctuaciones de este gen son indicativos de los 

cambios morfofisiológicos que se dan a lo largo de la ontogenia en A. tropicus. De igual 

manera, el uso del gen TRY permite determinar los cambios en la síntesis de la enzima, ya 

sea en su forma activa o como zimógeno, por lo que es un excelente bioindicador para 

evaluar los cambios durante el desarrollo del sistema digestivo y determinar si los 

protocolos de alimentación o sus modificaciones tienen un efecto directo sobre la expresión 

y por consecuencia el estado nutricional de las larvas de A. tropicus.  
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Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados para la secuenciación y RT-PCR y qPCR en A. tropicus. 

 

Primer  Primer sentido (5’-3’) Primer antisentido (5’-3’) Tamaño, pb Paso 

TRIPSINA 

EF1- 

TRIPSINA 

TGTCTGCTGCTCACTGCTACA 

CCTGCAGGACGTCTACAAGATCG 

AGCACAACATCGCTGTCAAC 

AGGACACAACACCCTGCA 

GACCTCAGTGGTCACGTTGGA 

CTTCCAGAGCTGCTGGTGTT 

465 

120 

232 

RT-PCR 

q-PCR 

q-PCR 
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Pie de tabla 

 

Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados para la secuenciación y RT-PCR y qPCR en A. 

tropicus. 

 

 

Pie de figura 

 

Fig. 1  Secuencia parcial de nucleótidos de TRY en  A. tropicus 

 

Fig. 2  Árbol filogenético basado en las secuencias de proteínas de TRY de Atractosteus  

tropicus y de otras especies de vertebrados usando el método de neighbor-joining (NJ). Los 

valores en los puntos de brach  representaron las frecuencias porcentuales para la topología 

de árbol después de 1000 interacciones 

 

Fig. 3  Expresión relativa de TRY en tejido de hígado (Li), páncreas (Pa), esófago (Es), 

estómago (St), intestino (In), ciegos pilóricos (Pi), cerebro (Br), músculo (Mu), branquia 

(Gi), testículos (Te) y riñón (Ki) de adultos de A. tropicus 

 

Fig. 4  Expresión relativa de TRY en  A. tropicus 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



38 

 

 
ctgctacaagtcccgcgtccaggtgcgtcttggtgagcacaacatcgctgtcaacgagggc 

  C  Y  K  S  R  V  Q  V  R  L  G  E  H  N  I  A  V  N  E  G  

acagagcagttcatcaactctgccaaggtcatccgtcaccccagatacagcagccgcaac 

 T  E  Q  F  I  N  S  A  K  V  I  R  H  P  R  Y  S  S  R  N  

ctggacaatcacatcatgatgatcaagctgagcaagaacgccaccctgaacaaccacgtc 

 L  D  N  H  I  M  M  I  K  L  S  K  N  A  T  L  N  N  H  V  

cgcaccgtttcccttccatccagctgcgccagctctggcgcccgctgtctgatctctgga 

 R  T  V  S  L  P  S  S  C  A  S  S  G  A  R  C  L  I  S  G  

tggggcaacaccagcagctctggaagcaactaccgggacaacctgaggtgtctggatgtc 

 W  G  N  T  S  S  S  G  S  N  Y  R  D  N  L  R  C  L  D  V  

cccatcctgagcgacagcagctgcaggagctcctaccctggacagatcacctccaacatg 

 P  I  L  S  D  S  S  C  R  S  S  Y  P  G  Q  I  T  S  N  M  

ttctgtgctggattcctcgagggaggcaaggactcctgccagggtgactctgtgtctc 

 F  C  A  G  F  L  E  G  G  K  D  S  C  Q  G  D  S  V  S    
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5.2 CAPÍTULO II: 
 

Fish trypsins: Potential applications in biomedicine and prospects 
for production 
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5.3 CAPÍTULO III:    
Clonación y expresión de la tripsina recombinante de A. tropicus 

(At1) 
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Resumen 

A partir de la secuencia de nucleótidos de la tripsina (At1), obtenida como resultado de los 

análisis de transcriptómica realizados en Atractosteus tropicus durante su ontogenia 

inicial, se realizó la clonación y transformación del plásmido recombinante [pET32b(+)-

At1] (Gen Script), en células E. coli TOP1O (Invitrogen), posteriormente se verificó por PCR 

en colonia, que las colonias tuvieran el plásmido con el inserto. Además se corroboró por 

medio de digestión con enzimas de restricción que la construcción estuviera correcta. 

Finalmente el plásmido recombinante se conservó en la cepa E. coli Top 10 y la enzima 

heteróloga At1, se produjo en la cepa de expresión  E. coli  RossetaTM.  La tripsina 

recombinante At1 expresada en el sistema E. coli RossetaTM 2, con una masa molecular 

calculada de aproximadamente 48 kDa mediante el programa Standard Protein BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), muestra identidad con diferentes tripsinas de 

peces reportadas en el GenBank, lo que la ubica como miembro de la familia de las 

serinproteasas (3.4.21.4). Este es el primer informe sobre clonación y expresión de una 

tripsina de A. tropicus. 

 

Introducción 

Existen pocas investigaciones donde se reporte la expresión de tripsinas recombinantes de 

peces. Hasta el momento, todas las reportadas pertenecen a  especies marinas, tal es el 

caso de Engraulis Japonicus [1], Gadus morhua [2, 5-7] y Tautogolabrus adspersus [3]. Los 

sistemas heterólogos de producción utilizados han sido E. coli y P. pastoris. 
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 El rango de peso molecular de las enzimas recombinantes reportadas es de 24 a 45 kDa. 

Los sustratos utilizados para la caracterización han sido preferentemente sintéticos, tal es 

el caso del sustrato cromogénico N-CBZ-Gly-Pro-Arg-pNa y del succinyl-Ala-Ala-Pro-Arg-p-

nitroanilide para medir la actividad de tripsina y el sustrato sintético succinyl-Ala-Pro-Phe-

p-nitroanilide, para medir actividad de quimotripsina. Los sistemas de expresión y los 

sutratos utilizados para la caracterización de las tripsinas recombinantes de peces se 

muestran en la Tabla 1. 

 

Cabe destacar que en la mayoría de estas enzimas recombinantes no se realizó una 

caracterización bioquímica y cinética exhaustiva [2, 3, 5],  por lo que es difícil compararlas 

entre  ellas y más aún con las enzimas nativas. En algunos de los casos se reporta la 

estabilidad térmica a diferentes temperaturas [7], pero no ha sido reportado el tiempo de 

vida media de las mismas por lo que los resultados no son comparables. El estudiar a 

fondo estas enzimas nos ayudará a determinar sus características para ser utilizadas en 

diferentes aplicaciones industriales [3, 7]. 

El uso de sistemas recombinantes plantea alternativas para producir tripsinas  de 

diferentes especies de peces en grandes cantidades, lo que facilitaría su cristalización. 

Hasta el momento no hay ninguna proteína recombinante cristalizada, adicional a esto, de 

las reportadas hasta el momento, ninguna pertenece a algún pez de agua dulce, lo que 

representa una oportunidad para estudiar las características de las enzimas 

recombinantes derivadas de variedades nativas de peces. 
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Además, el uso de sistemas recombinantes plantea la posibilidad de hacer estudios de 

estructura función que permitan generar enzimas con mejores características. Hasta el 

momento no existe ninguna tripsina de A. tropicus producida por medio de sistemas 

heterólogos, por lo que resulta interesante su expresión y caracterización, con la finalidad 

de sentar las bases biotecnológicas para su aplicación futura en el cultivo de esta especie. 

Materiales y Métodos  

Obtención de muestras 

A partir de una de las secuencias de tripsina de A. tropicus (At1), obtenida por medio de 

análisis de transcriptómica en un proyecto paralelo [4], se mando a sintetizar el plásmido 

recombinante  pET32b(+)-At1, a la Empresa GenScript, con el que posteriormente se 

llevaron a cabo las transformaciones de células de E. coli TOP10 y RossetaTM 2, siguiendo 

las recomendaciones sugeridas en el kit TA Cloning (Invitrogen). 

 

Transformación del plásmido recombinante en cepas  de E. Coli. 

Las transformaciones se llevaron a cabo con 10 µl de plásmido pET32b(+)-At1 (GenScript) 

en viales que contenían células TOP 10 quimiocompetentes (Invitrogen) y RossetaTM  2 

respectivamente (50 µl), siguiendo las instrucciones del kit TA Cloning (Invitrogen).  
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Finalmente, se adicionaron 200 µl de medio SOC a los viales, y  fueron incubados con  

agitación (225 rpm) durante 1 hora a 37°C, después de la cual se tomaron  50 µl de cada 

vial de transformación y se sembraron con perlas de vidrio en  placas de Luria Bertani (LB) 

con ampicilina 100 mg/mL. 

 

PCR en colonia. 

Se realizo PCR en colonia utilizando los oligonucleótidos del vector a partir de colonias 

transformadas con pET32b(+)-At1. Las amplificaciones se desarrollaron con la enzima Taq 

Polimerasa (Invitrogen), bajo las siguientes condiciones generales: Desnaturalización 

inicial: 3 min a 94°C; Hibridación de 35 ciclos: 30 seg a 94°C, 30 seg a 60.3 °C y 1 min por 

kb a 72°C; Extensión final: 7 min a 72°C.  

 

Digestión con enzimas de restricción. 

La mezcla de reacción fue de 10 μL, incluidos 5 μL de Plásmido, 2.75 μL de Agua 

tetradestilada, 1 μl de Buffer, 1 μl de  BSA 10x y 0.25 μL de la combinación de enzimas 

utilizadas (Xba I – Eco RI/ Digestión Xba I – Hind III). Se incubaron los tubos con los 

reactivos durante dos horas a 37°C, sin agitación. (Barnstead Lab-Line Max Q 4000 

Incubator Shaker). Posteriormente se prepararon geles de agarosa al 1% en amortiguador 

TAE 0.5X. Se mezclaron entre 1-5 μl de las muestras digeridas con 2 μl del amortiguador 

de carga, y se colocaron en los pozos del gel.  
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La electroforesis se desarrolló en amortiguador TAE 0.5X a 100 mV durante 40 minutos. 

Los geles se tiñeron en solución de bromuro de etidio 0.02% durante 30 segundos y se 

destiñeron en agua durante 20 minutos 

 

Expresión de At1 en  E. coli  Rosseta 2TM 

Se agregaron 2.8 ml del preinóculo a los 150 ml del medio LB. El inóculo se inició a una 

densidad óptica (O.D) de 600 nm de 0.51. Se agregó al cultivo 150 μl del inductor 

Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) 1M y se llevó a una concentración final de 

1μM. Se incubo el cultivo a 17°C en una placa con agitación constante (90 rpm) durante 12 

horas hasta alcanzar una O.D 600 de 1.5, después el cultivo se retiró de la placa y se 

guardó en el refrigerador  a 4°C. Para recuperar las células, el medio de cultivo se colocó 

en tubos falcón de 15 ml y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 minutos a 4°C. 

Posteriormente, las células se lavaron (2 veces) con 10 ml de Buffer de Fosfatos (100 μM, 

pH 6) y el cultivo se guardó hasta su utilización. 

 

Análisis de proteínas (SDS-PAGE).  

Se prepararon geles bajo condiciones desnaturalizantes empleando gel de poliacrilamida 

al 10% de acrilamida y bis acrilamida. Al terminar la preparación del gel, se cargó en un 

equipo de electroforesis (Bio-Rad), vertiendo una solución de 10 μl del amortiguador de 

corrida de proteína (2x) y 10 μl de la muestra del extracto enzimático en cada pozo.  
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Se programó un tiempo de corrida de 90 mV. La electroforesis fue llevada a cabo a 

temperatura ambiente a una corriente constante de 90 mV. Los geles fueron teñidos con 

solución de azul de Coomasie 0.125% en Ácido Acético (Ác. Acético) 10%, Metanol 50% y 

desteñidos durante toda la noche en la solución desteñidora I (Ac. Acético 10%, Metanol 

50%). Se terminaron de desteñir con la solución desteñidora II (Ac. Acético 7%, Metanol 

5%) por 2 horas.  

 

Resultados 

Análisis de secuencia. 

La secuencia de nucleótidos parcial de 419 pb (TRY) de A. tropicus reportada en el 

GenBank (número de acceso del Genbank: KX882028) codifica para un fragmento de 139 

aminoácidos (Ver Capítulo I).  Esta secuencia fue comparada mediante un alineamiento 

con las secuencias nucleotídicas de 2 tripsinas de A. tropicus  (At1 y At2) obtenidas 

mediante un análisis de transcriptómica [4] y que dan evidencia de que existen otras 

isoformas de la tripsina (Figura 1).  

El análisis de las secuencias mostró un porcentaje de identidad de nuestra secuencia (TRY) 

a nivel de aminoácidos del 41.30 y 73.91%,  con At1 y At2, respectivamente, indicando 

que se trata de una enzima diferente. Se seleccionó una de estas secuencias completas 

(At1), formada por 254 aminoácidos  para su clonación y expresión utilizando el plásmido 

pET32b(+) en el sistema de expresión E. coli. 
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 Se mandó a sintetizar el plásmido pET32b(+)-At1 a la empresa GenScript, con el uso 

optimizado de codones  para  E. coli y Pichia pastoris (Fig. 1). 

 

Clonación y verificación del plásmido recombinante [pET32b(+)-At1] por PCR en colonia. 

Para llevar a cabo la expresión de At1 con la construcción se llevó a cabo la 

transformación de células quimiocompetentes de la cepa E. coli TOP 10 y RossetaTM 2 y se 

seleccionaron las colonias  en placas de LB con ampicilina 100 mg/mL. Se verificó que las 

colonias tuvieran el plásmido con el inserto (pET32b(+)-At1), mediante PCR en colonia, 

utilizando los oligonucleótidos del vector.  

El tamaño del producto esperado era de 1495 pb (Fig. 2). Con estos resultados se logró 

corroborar que las colonias seleccionadas de E. coli tanto TOP 10 como de RosettaTM 2 si 

contenían el inserto correspondiente. 

 

Análisis de restricción del plásmido pET32b(+)-At1.  

Con la finalidad de verificar que la construcción contiene el gen de interés en la posición 

adecuada se realizó una extracción de plásmido pET32b(+)-At1  a partir de la cepa de 

conservación (E. coli  TOP10), se digirió con diferentes enzimas de restricción, se analizó 

por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se verificaron los patrones de restricción. 

  

En la ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia., se observa el marcador de peso 

molecular en el carril izquierdo, en el carril 1 se mostró la migración esperada para el 
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tamaño del plásmido pET32b(+) linearizado con Eco RI, en el carril 2 y 3 se observó el 

plásmido digerido de aproximadamente 3500 pb y el inserto de interés de ~1300 pb. Con 

estos resultados podemos corroborar que el patrón de restricción corresponde al 

plásmido esperado pET32b(+)-At1. 

 

Producción de la proteína recombinante At1. 

La enzima At1 se produjo en la cepa de expresión  E. coli RosettaTM  2 inducida con IPTG 1 

mM. En la ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia., se observa en el carril 

izquierdo el marcador de peso molecular, en el carril 1 y 3 se observó una banda de mayor 

intensidad en el extracto enzimático soluble, con un peso molecular de aproximadamente 

48 kDa. Dicha banda no se observa en los restos celulares (carril 2 y 4); por lo que la 

enzima recombinante se obtiene en el extracto soluble y no como cuerpos de inclusión 

que se adhieren a la membrana celular. El tamaño concuerda con la masa molecular 

calculada para la secuencia de At1 en el programa Standard Protein BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

Estos resultados indican que la cepa  E. coli RosettaTM 2, si produce la proteína 

recombinante  At1, bajo las condiciones que inducen la transcripción del gen. 

 

Discusión 

La estrategia utilizada descrita en el Capítulo III, para llevar a cabo la expresión de la 

proteína recombinante At1, fue exitosa; sin embargo, es necesario optimizar la 
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producción de la enzima, ya que la expresión fue ineficiente, por lo que es necesario 

continuar con los estudios a fin de concluir la caracterización de la proteína. 

 La enzima At1 se expresa en la cepa E. coli  RossetaTM  2, sin embargo, no se observa una 

clara sobreexpresión de la enzima por lo que deberá realizarse la optimización de la 

producción de la enzima antes de llevar a cabo su caracterización. 

Hasta el momento, de las siete tripsinas de peces que se encuentran reportadas, y que 

han sido expresadas en forma exitosa por medio de sistemas heterólogos [1-3, 5-8], tres 

se han obtenido usando P. pastoris [3,6,7] y las cuatro restantes fueron obtenidas usando 

como sistema de expresión E. coli [1,2,5,8].  

Una de estas tripsinas recombinantes, la tripsina recombinante obtenida de Engraulis 

Japonicus [1], fue expresada con cepas de E. coli Rosseta, al igual que la enzima 

recombinate de A. tropicus y las otras tres con P. pastoris [3,6,7].  

Por otro lado, el tamaño obtenido de la forma soluble de la tripsina recombinante de A. 

tropicus, obtenida como proteína de fusión fue de aproximadamente 48 kDa, lo que 

concuerda con la masa molecular calculada (~48 kDa), en el programa 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Siendo la tripsina recombinate de A. tropicus (At1), hasta 

el momento la de mayor tamaño  en  comparación con las otras tripsinas  recombinantes 

de peces reportadas (Tabla 1). 

Para determinar la  actividad enzimática de At1, se requiere optimizar los procesos de 

expresión, ya que como se menciono anteriormente la expresión de la misma fue 

ineficente. En un futuro, se propone optimizar el proceso de inducción, estableciendo la 
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concentración del inductor, tiempo de inducción y temperatura más adecuadas para la 

expresión de la proteína recombinante At1. 

También es necesario optimizar protocolos de purificación para obtener mejores 

rendimientos (300 mg/L) de los reportados hasta el momento [7]. Será necesario 

establecer un protocolo adecuado de purificación, considerando las características de ésta 

proteasa, para obtener el mejor rendimiento que nos sea posible.  

Además de establecer un protocolo para activar la enzima, uno de los principales cuellos 

de botella presentados, cuando la proteína recombinante se obtiene como proteína de 

fusión unida a tiorredoxina, como ha sido previamente reportado para la tripsina de 

Gadus morhua [7], todo esto con el objetivo de poder llevar a cabo la  caracterización 

enzimática de esta tripsina, con el fin de conocer sus características bioquímicas y 

cinéticas. La generación de esta información es de interés, para poder compararla con las 

propiedades de la enzima nativa y con otras tripsinas recombinantes de peces reportadas 

hasta el momento [1-3, 5-8], con la finalidad de evaluar posibles aplicaciones de la misma 

[9-12]. El uso del sistema de expresión P. pastoris se plantea como una estrategia 

alternativa para la producción de At1, ya que como bien esta reportado en la literatura, 

este sistema nos ofrece ventajas principalmente en la expresión de proteínas de tipo 

eucarionte [7], evitando con esto algunas modificaciones postraduccionales. Los 

experimentos futuros se centrarán en las mejoras de expresión, purificación y activación 

de la tripsina recombinante de  A. tropicus  (At1) 
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Leyenda de Tabla 

 
Tabla 1. Sistemas de expresión de tripsinas recombinantes y sus características 
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Tabla 2. 

 

Especie Enzima 
Vector de 
Expresión 

Sistema de 
Expresión 

Peso Molecular 
 kDa 

Sustrato Referencia 

Oryzias latipes Tripsina pET30a E. coli 38 
Boc-Gln-Ala-

Arg-MCA 
[8] 

Engraulis 
Japonicus  

Tripsina 
 

pETBlue1 

E. coli 
 

Rosetta 
(DE3)pLacI 

 
Tuner( DE3) 

pLacI 

24 BAPNA [1] 

Tautogolabrus 
adspersus  

Tripsina 
 

pPICZ y 
pPICZα 

Pichia 
pastoris 

cepa X-33 
(mut+his+) 

45 (Glicosilación) 
 

35.4 (rCFT fused 
to the myc 
epitope) 

BAPNA [3] 

Gadus morhua Tripsina Y pPiczα A 

Pichia 
pastoris 

cepa X-33 
(mut+his+) 

30                
   (r-trypsin Y 

HisMyc fusion 
protein) 

25 

N-CBZ-Gly-Pro-
Arg-pNA 

 
suc-Ala-Ala-

Pro-Phe- 
pNA 

 
 

[6] 
 
 
 
 

Gadus morhua 
 

Tripsina Y 
 

pThioHis A 
 

E. coli TOP10 

40   
(HP-thioredoxin-

trypsin Y)                       
25 

N-CBZ-Gly-Pro-
Arg-Pna 

 
suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-pNA 

 
[5] 

Gadus morhua Tripsina Y pPiczα A 

Pichia 
pastoris 

cepa X-33 
(mut+his+) 

30  
(r-trypsin Y-

HisMyc 
polipeptide) 

27 

suc-Ala-Ala-
Pro-Arg-p-
nitroanilide 

 
N-CBZ-Gly-Pro-

Arg-pNA 
 

suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-pNA 

[7] 

Gadus morhua 
Tripsina I 

(Cold 
adapted) 

pThioHis A E. coli Top 10 

39  
(HP-thioredoxin-

trypsin I) 
 

24 (Native 
trypsin I) 

N-CBZ-Gly-Pro-
Arg-pNA 

[2] 
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Leyendas de Figuras 

 

Figura 1. Alineamiento de TRY con las tripsinas de A. tropicus obtenidas mediante análisis 
de transcriptómica. 
 
Figura 2. Amplificación del producto de PCR en colonia de 1495 pb. 
 
Figura 3. Patrón de digestión de plásmido pET32b(+)-At1. El marcador molecular se 
muestra en el carril de la izquierda, Carril 1. Plásmido linearizado con EcoRI. (Carril 2) 
Digestión de pET32b(+)-At1 con enzimas Xba I –Eco RI y (Carril 3) Digestión de pET32b(+)-
At1 con enzimas  Xba I-Hind III. 
 

Figura 4. Electroforesis de proteína en gel desnaturalizante al 10% (SDS-PAGE). El 
marcador molecular se muestra en el carril de la izquierda, en el carril 1 y 3 se muestra el 
extracto enzimático soluble, en el carril 2 y 4 se muestran restos celulares. La flecha nos 
indica el peso estimado para la proteína de interés de ~48 kDa. Las muestras 3 y 4 fueron 
tratadas con β-mercaptoetanol antes de realizar la electroforesis. 
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Figura 2 

~1495 pb 
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Figura 4 

At1 
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6. CAPÍTULO VI:  DISCUSIÓN GENERAL 
 

Niveles de expresión de tripsina en diferentes tejidos en adultos de  A. 

tropicus. 

De acuerdo con los resultados obtenidos sobre los niveles de expresión de tripsina 

(TRY) en los once tejidos analizados en los organismos adultos silvestres y de 

cautiverio de A. tropicus, se presentan los mayores niveles en los tejidos 

digestivos como páncreas, intestino, ciegos pilóricos, estómago, esófago e hígado. 

Esto es similar a lo obtenido en especies como S. salar (Rungruangsak-Torrissen 

y Sundby  2000; Rungruangsak-Torrissen et al. 2006; Lilleeng et al. 2007), D. 

labrax (Cahu et al. 2004; Péres et al. 1998), E. japonicus (Ahsan et al. 2001), S. 

sagax caerulea (Castillo-Yánez et al. 2005), S. melanostictus (Kishimura et al. 

2006), K. pelamis (Klomklao et al. 2007a),  P.  fulvidraco (Wang et al. 2006), C. 

argus (Zhou et al. 2012), C. carpio (Cao et al. 2000).  

La mayor expresión de TRY fue detectada en el páncreas tanto en individuos 

silvestres como de cautiverio, lo que se explica ya que la tripsina se sintetiza en 

dicho órgano como proenzima y se activa al escindir un propéptido corto del 

extremo N del zimógeno inactivo, con lo cual la tripsina se activa a la luz del tubo 

digestivo para iniciar la hidrólisis de las proteínas, además de ser responsable de 

activar a otras enzimas (Sunde et al. 2004; Zhou et al. 2012; Guerrero-Zárate  et 

al. 2014). Por otra parte,se han detectado varias isoformas de tripsinas en peces 

(Cao et al.  2000;  Rungruangsak-Torrissen et al. 2006; Lu et al. 2008) , por lo que 

para dilucidar dichas isoformas ha sido necesario clonar las secuencias completas 

(Zhou et al. 2012; Ahsan et al. 2001). 
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En este sentido, el análisis filogenético de la TRY de A. tropicus en comparación a 

otras especies de peces muestra la mayor identidad con la isoforma tripsina 3, lo 

que se refuerza con la investigación de Lilleeng et al. (2007), en S. salar, quienes 

muestran que la mayor expresión de tripsina 3 se da en el páncreas, intestino y 

ciegos pilóricos, mientras que las tripsinas 1 y 2 se encuentran en otros tejidos, 

como esófago y estómago, entre otros e incluso cerebro, en donde la abundancia 

del transcrito de tripsina 2 también fue reportada para Senegalese sole (Solea 

senegalensis Kaup) (Manchado et al. 2008).  

Está amplia distribución de  tripsinas en otros tejidos no digestivos, respalda la 

hipótesis de Koshikawa et al. (1998), de que algunas isoformas además pueden 

estar implicadas en  procesos  relacionados con el mantenimiento de las funciones 

de las células epiteliales, sistema inmunológico y sistema nervioso central, 

quienes detectaron por medio de técnicas de hibridación in situ e 

inmunohistoquímica una isoforma cerebral específica (tripsina 4), en las células 

nerviosas del hipocampo y la corteza cerebral en humanos y ratones. Debemos 

mencionar que la expresión de TRY en intestino, ciegos pilóricos, estómago, 

esófago e hígado es mayor en los adultos de A. tropicus de cautiverio que en los 

adultos silvestres. 

Esto puede deberse a que los individuos en cautiverio están bajo condiciones 

controladas con una mayor frecuencia alimentaria y sobre todo por el alimento 

comercial empleado para su mantenimiento, el cual contiene 46 % de proteína,  lo 

que refleja un mayor gasto energético, ya que la tripsina juega un papel importante 

en la especificidad hacia los aminoácidos básicos esenciales en la nutrición, 
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resaltando la calidad de proteínas que es administrada en dicho alimento que 

permite una hidrólisis rápida de proteínas (Rungruangsak-Torrissen y Sunby 2000; 

Rungruangsak-Torrissen et al. 2006). 

 

Niveles de expresión de TRY en  larvas de A. tropicus. 

Como se mencionó anteriormente la tripsina se sintetiza en el páncreas como la 

proenzima tripsinógeno y se almacena en gránulos de zimógeno (Murray et al. 

2004; García-Gasca et al. 2006). En el análisis de expresión de TRY realizado 

durante la ontogenia inicial en A. tropicus se detectó desde el embrión, 

presentando la máxima expresión al día 15 después de la eclosión (DAH, por sus 

siglas en inglés). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Frías-Quintana 

et al. 2015b, quienes determinaron que las larvas de A. tropicus pueden ser 

considerados juveniles a partir de los 15 DAH ya que presentan el pico máximo de 

las actividades de proteasas digestivas intestinales (tripsina y quimotripsina), 

además que histológicamente está totalmente desarrollado el intestino.  

De igual manera, en otras especies como D. labrax (Cahu et al. 2004), S. 

annulatus (García-Gasca et al. 2006), S. salar (Rungruangsak-Torrissen et al. 

2006), L. guttatus (Galaviz et al. 2012) y T. macdonaldi (Galaviz et al. 2015), se ha 

detectado la expresión de tripsinógeno desde el huevo. En este sentido, los 

autores mencionan que  la expresión de tripsina en los primeros días del 

desarrollo larval esta programada genéticamente para aprovechar los 

componentes del vitelo (alimentación endógena), y los incrementos de la 

expresión se relacionan al proceso de primera alimentación, así como a los 
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cambios de alimentos vivos o inertes, además de la maduración del sistema 

digestivo (Gawlicka y  Horn 2006).  

Por otra parte, la expresión de tripsina se ha detectado en el embrión y en el 

momento de la eclosión en especies como Melanogrammus aeglefinus y el 

bacalao del atlántico Gadus morhua  (Perez-Casanova et al. 2006), durante la 

primer alimentación en la anguila japonesa A. japonica (Kurokawa et al. 2002), 

Japanese flounder P. olivaceus (Suzuki et al. 2002), Atlantic halibut H. 

hippoglossus (Murray et al. 2006), tilapia Oreochromis mossambicus (Lo y Weng 

2006) y pargo rojo Pagrus pagrus (Darias et al. 2005) y desde el momento de la 

apertura de la boca y ano en winter flounder (P. americanus) (Murray et al. 2004) 

P. fulvidraco (Wang et al. 2006) y C. idella (Ruan et al. 2010). 

Por lo anterior, se considera que la expresión de tripsina varía  entre las larvas de 

especies de peces en función del desarrollo ontogenético y del tipo de 

alimentación exógena (García-Gasca et al. 2006; Kurokawa et al. 2002). Por otra 

parte, es probable que la expresión de TRY en el embrión de A. tropicus,  se deba 

al mRNA que proporcionó la madre en el momento de desarrollo, y dicha 

expresión comienza antes de la eclosión (García-Gasca et al. 2006), y se 

incrementa cuando el tejido pancreático inicia su desarrollo, lo que fue detectado a 

los 3 DAH (momento de la primera alimentación) en A. tropicus (Frías-Quintana et 

al., 2015b), e inclusive si no esta completamente diferenciado, como ha sido 

reportado en  L. gutattus y S. annulatus (Galaviz et al. 2012; García-Gasca et al. 

2006).  
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Por otra parte, la mayor expresión de TRY presentada en el día 15 DAH en las 

larvas de A. tropicus, concuerda con el trabajo de Frías-Quintana et al. 2015b, 

quienes indican que desde los 15 DAH inicia el periodo juvenil, y el páncreas y el 

sistema digestivo están totalmente maduros y ya no se presentan cambios 

morfofisiológicos, por lo que las larvas son capaces de digerir y absorber los 

nutrientes de forma totalmente eficiente. Es importante recalcar que a los 15 DAH, 

las larvas de A. tropicus ya cuentan con la fisiología digestiva de un juvenil y son 

consideradas carnívoros oportunistas, con un desarrollo ontogenético inicial 

precoz, lo que ha permitido realizar el destete de forma rápida utilizando una dieta 

comercial para trucha. 

Actualmente, se ha diseñado un alimento balanceado más adecuado para su 

cultivo, con lo que se ha logrado mejores crecimientos y supervivencias mayores 

al 90 % en la etapa larval, además de disminuir el canibalismo (Frías-Quintana et 

al. 2015a). Es así que A. tropicus es una especie que puede ser considerada de 

desarrollo ontogenético transicional (alimentación endo-exotrófica) desde el punto 

de vista de su fisiología digestiva (Mendoza et al. 2002; Aguilera et al. 2002), lo 

cual es diferente a lo reportado en larvas de otras especies marinas como S. salar. 

(Lilleeng et al. 2007; Martin et al. 2002; Rungruangsak-Torrissen et al. 2006; 

Rungruangsak-Torrissen y Sundby 2000), D. labrax (Zambonino-Infante y Cahu 

2007; Zambonino-Infante et al. 2008) y T. macdonaldi (Galaviz et al. 2015). 

Las cuales, aunque presentan mayores niveles de expresión de tripsina, requieren 

ser alimentadas con presas vivas (rotíferos y nauplios de Artemia) (García-Gasca 

et al. 2006) por más tiempo, ya que son consideradas especies que presentan 
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ontogenia indirecta, por lo que la máxima eficiencia en la síntesis y secreción de 

los gránulos de zimógeno pancreático de las proteasas digestivas requiere más 

tiempo (Zambonino-Infante et al. 2008). 

 

Producción de proteína recombinante de A. tropicus. 

La estrategia utilizada descrita en el Capítulo III, para llevar a cabo la expresión de 

la proteína recombinante At1, fue exitosa; sin embargo, es necesario optimizar la 

producción de la enzima, ya que la expresión fue ineficiente, por lo que es 

necesario continuar con los estudios a fin de concluir la caracterización de la 

proteína.  
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7. CONCLUSIÓN GENERAL 
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En conclusión, la detección del gen de TRY, inclusive antes de la eclosión de las 

larvas (embriones), muestra la capacidad de la larva para digerir proteínas tan 

pronto como se da la apertura de la boca, además, las fluctuaciones de este gen 

son indicativos de los cambios morfofisiológicos que se dan a lo largo de la 

ontogenia en A. tropicus. De igual manera, el uso del gen TRY permite determinar 

los cambios en la síntesis de la enzima, ya sea en su forma activa o como 

zimógeno, por lo que es un excelente bioindicador para evaluar los cambios 

durante el desarrollo del sistema digestivo y determinar si los protocolos de 

alimentación o sus modificaciones tienen un efecto directo sobre la expresión y por 

consecuencia el estado nutricional de las larvas de A. tropicus.  

Al comparar la expresión relativa de tripsina en los diferentes tejidos de 

organismos de cautiverio y de vida libre se observaron diferencias, lo que tiene 

una relación directa con la frecuencia y el porcentaje de proteína presentes en la 

dieta que se le administra a los individuos en cautiverio, a diferencia de los 

organismos de vida libre, información valiosa para complementar los estudios que 

hasta el momento se han realizado sobre fisiología digestiva, bioquímica digestiva 

y requerimientos de nutrientes en esta especie. 

La estrategia para llevar a cabo la expresión de la proteína recombinante At1, fue 

exitosa, sin embargo es necesario optimizar la producción de la enzima, ya que la 

expresión fue ineficiente antes de llevar a cabo su purificación, activación y 

caracterización. 

 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



89 

 

8. PERSPECTIVAS 

 Medir la expresión de otras isoformas de tripsina de A. tropicus para 

conocer el papel que juegan, en la regulación de los diferentes procesos 

fisiológicos. 

 

 Completar el aislamiento del gen TRY, por medio de la estrategia PCR-

RACE.  para clonarlo, expresarlo y caracterizar la enzima recombinante.  

 Optimizar la producción de  la enzima (At1), en P. pastoris. utilizando 

estrategias de Biología Molecular que promuevan una mayor expresión y 

secreción de la enzima. 

 Purificar, activar y caracterizar bioquímica y cinéticamente la enzima (At1) 
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