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RESUMEN

En este trabajo se llevé a cabo la caracterizaciéon de los patrones electroforéticos de siete sistemas enzimaticos
(8 deshidrogenasas, 4 hidrolasas) y el patron de proteinas totales en los diferentes estadios del desarrollo del
camarén blanco Litopenaeus schmitti, utilizando geles verticales de poliacrilamida. El analisis de los
electroforetogramas mostré6 que los patrones de bandas cambian entre los estadios del desarrollo,
presentandose el patrén mas diferenciado en las zoeas. De manera general el numero de bandas, tanto
enzimaticas como proteicas, aumenta con el desarrollo desde huevo hasta el adulto. Este comportamiento
sugiere un aumento de la actividad génica con la ontogenia.
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ABSTRACT

Using polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), were characterized seven enzymatic system (3 dehydrogenases,
4 hydrolases), and general protein pattern during development of white shrimp Litopenaeus schmitti. The bands

patterns show several changes among stages, with the most differentiated pattern present in zoea stage. The
number of enzymatic and general protein bands tends to increasing with development from eggs to adult stage.

This behavior suggests an increase in gene activity with the ontogeny.
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El camaréon blanco Litopenaeus schmitti ha sido
ampliamente estudiado en Cuba. Las poblaciones
adultas del medio natural se han caracterizado
desde el punto de vista morfoloégico y genético
(Espinosa et al., 1989; Espinosa et al, 2003;
Borrell et al.,, 2004) al igual que las poblaciones
cautivas (Becquer et al, 2002; Espinosa et al,
2002). Sin embargo los estudios en las primeras
fases de su ciclo de vida se han limitado a la
descripcién de los estadios iniciales (Garcia, 1972)
y a los cambios ontogenéticos de la actividad de
enzimas digestivas (Gonzalez et al., 1994).

En otras especies de camarones peneidos se han
referido cambios en los patrones enzimaticos en
diferentes fases del desarrollo. Por ejemplo Lavery y
Staples (1990) informaron diferencias en los
patrones enzimaticos de 39 loci en postlarvas de P.
esculentus y P. semisulcatus, y Lester y Cook (1987)
utilizaron patrones isoenzimaticos para comparar la
expresion génica durante el desarrollo en cuatro
especies de peneidos, encontrando diferencias en el
numero y posicion de las bandas tanto entre
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especies como entre los estadios de una misma
especie.

El analisis de la expresion de los genes que regulan
el desarrollo también ha sido foco de interés en los
ultimos 20 anos y se ha observado que son bastante
conservados a través de los metazoos (Deutsch,
2001). Estos genes han sido muy estudiados en
crustaceos y es significativo el plan corporal tan
bien conservado que existe en los crustaceos
malacostracos a los que pertenece L. schmitti
(Deutsch y Mouchel-Vielh 2003). Sin embargo en L.
schmitti no existen reportes de estudios similares.

Debido a la falta de informacion que existe sobre
los primeros estadios del ciclo de vida de L. schmitti
y la importancia del conocimiento de determinados
parametros genéticos en la ontogenia para un
mejor manejo de este recurso, se hace necesario
extender los trabajos de caracterizacién genética a
las primeras fases del ciclo de vida de esta especie.

El objetivo de este trabajo es -caracterizar y
comparar los patrones genético bioquimicos en los
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diferentes estadios del desarrollo del camarén

blanco cubano, Litopenaeus schmitti.
MATERIALES Y METODOS

Se capturaron ejemplares adultos de Litopenaeus
schmitti en aguas aledanas a la estacion de
camaronicultivo de Tunas de Zaza, (latitud 210 37’
10” N, longitud 79° 32’ 15” W) provincia de Sancti
Spiritus, Cuba.

Siguiendo la metodologia descrita por (Ramos et
al., 1995) se desovaron las hembras gravidas, se
colectaron los huevos y luego de la eclosion, se
sigui6 el desarrollo larval hasta la abultes. El
desarrollo ontogenético de L. schmitti, como el de
otros camarones peneidos, pasa por varios
estadios después de la eclosion (cinco estadios de
nauplius, tres de zoea, tres de mysis, varios de
postlarva, juvenil y adulto). Para este estudio se
colectaron huevos, nauplius 5, los tres estadios de
zoea, mysis 2 y 3, postlarva 9 y adultos.

Se analiz6 la variacion de la expresion de loci
proteicos en la ontogenia preparando
homogenados con una mezcla de animales
completos para cada estadio, excepto en los
adultos donde se tomaron fragmentos de musculo
y hepatopancreas por separado. El numero de
animales por estadio se establecio luego de
ensayar la constancia de los patrones con
diferentes cantidades de individuos, o sea, para
preparar los homogenados en cada estadio se tomé
el menor numero de animales para el que se
mantenia el mayor numero de bandas. De esta
manera se determiné utilizar 20 huevos; 20
naulius 5; 15 zoeas 1, 2y 3; 10 mysis 2 y 3; 5
postlarvas 9 y 4 adultos.

Las muestras fueron mantenidas en condiciones
estables de congelacion (-20 9C). Los homogenados
fueron preparados como recomienda Espinosa et
al. (2003).

Las muestras fueron sometidas a electroforesis
verticales sobre geles laminares de poliacrilamida
(PAGE) segun Davis (1964).

Se estudiaron siete sistemas enzimaticos (aldehido
oxidasa (Aox), fosfatasa alcalina (Akp), amilasa
(Amy), esterasas (Est), glutamato deshidrogenasa
(Gdh), malato deshidrogeasa (Mdh) y peroxidasa
(Pen)), y el patron de proteinas totales. La
visualizacion de los sistemas enzimaticos y las
proteinas totales se llevo a cabo mediante tinciones
especificas de acuerdo al procedimiento seguido
por Murphy et al. (1996).
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Para cada estadio se analizé el niumero de bandas
Yy su migracion y se compararon entre estadios. La
migracién de las bandas se estimé calculando la
movilidad relativa de las mismas (MR). La MR es la
razén entre la migraciéon de la banda y la del
bromofenol azul (colorante utilizado como
indicador del frente de la corrida elctroforética).
Para evitar posibles errores, se realizaron tres
replicas de cada corrida electroforética para cada
sistema proteico y estadio analizado.

Como medida del grado de identidad entre estadios
se calculo el indice de similitud (D) (Espinosa et al.,
1990):

s=2
a+b

donde:

a = numero de bandas en estadio a.

b = nimero de bandas en estadio b.

c numero de bandas coincidentes entre los
estadios a y b.

Luego de comprobar el cumplimiento de
normalidad (prueba de Shapiro-W) y
homogeneidad de varianza (prueba de Levene), Se
compar6 el namero total de bandas enzimaticas y
de proteinas totales entre estadios aplicando un
analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion
simple y post hoc la Prueba de Tukey, utilizando el
programa STATISTICA version 6 (StatSoft, Inc.,
2001).

RESULTADOS

Variaciones en los patrones electroforéticos de
proteinas durante el desarrollo.

Los patrones electroforéticos obtenidos con los
sistemas enzimaticos y las proteinas totales
durante el desarrollo se muestran en la Fig. 1. La
mayoria de los sistemas enzimaticos muestran
patrones de bandas peculiares por estadio. En
sentido general se observa una tendencia al
aumento del numero de bandas a través del
desarrollo, con la excepcion de la aldehido oxidasa
que tiende a una disminuciéon del numero de
bandas con la ontogenia.

El patron de bandas mas sencillo se observo en la
amilasa con ausencia de actividad hasta la zoea 1
y solo dos o tres bandas en los estadios siguientes.
Por el contrario en las esterasasy las proteinas
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Fig.1. Electroforetogramas que resultaron de la tincién de las enzimas oxidorreductasas (Aox=Aldehido
Oxidasa, Gdh=Glutamato deshidrogenasa, Mdh= Malato deshidrogenasa, y Per= Peroxidasa), hidrolasas
(Amy= Amilasa, Akp= Fosfatasa alcalina y Est= Esterasas) y patron de proteinas totales (Gp) en la
ontogenia del camarén blanco cubano Litopenaeus schmitti. M.R.: Movilidad relativa; H: huevos; N:
nauplius; Z 1, 2, 3: etapas de zoeas; M 2, 3: etapas de mysis; PL: postlarvas; Am: Musculo de adultos y Ah:
hepatopancreas de adulto.
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totales se observaron los patrones mas complejos
con un elevado numero de bandas por estadio.

Los indices de similitud fueron mayores entre
subestadios que entre estadios (Fig. 2). Los
cambios entre estadios (huevo-nauplius, nauplius-
zoea y postlarva-adulto), mostraron los valores de
similitud mas bajos.
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Fig. 2. Indices de similitud entre etapas del
desarrollo en el camarén blanco cubano
Litopenaeus schmitti. Las abreviaturas como en la

Fig. 1.

El numero de bandas de los patrones
electroforéticos de los sistemas enzimaticos y de
las proteinas totales presentaron un

comportamiento diferente. En las enzimas el
numero de bandas totales se incrementa con el
desarrollo, mostrando valores significativos entre
la mayoria de los estadios F=115.8; p=0 (Fig. 3a)
aunque como excepcion mysis 3 sufre un
decremento con respecto a mysis 2, lo que trae
como resultado que no existan diferencias entre el
numero de bandas de este estadio y el encontrado
para zoea y nauplius. El numero de bandas de las
proteinas totales forma dos grupos estadisti-
camente diferentes con los estadios, F=45.1; p=0
(Fig. 3b): el primero incluye los estadios desde
huevo hasta mysis 2, aunque para la zoea se
presenta un numero de bandas estadisticamente
diferente al de huevo y nauplius. En el segundo
grupo mysis 3, postlarva y adultos muestran
numeros de banda estadisticamente iguales.

DISCUSION

A través del desarrollo desde huevo hasta adulto
un camaroén experimenta gran ntiumero de cambios
drasticos en su morfologia, fisiologia y bioquimica.
En Litopenaeus schmitti la descripcion morfologica
de cada uno de estos estadios larvales fue
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realizada por Garcia (1972) refiriendo entre el
huevo y el adulto: cinco estadios de nauplius, tres

de 2zoea, tres de mysis y varios estadios
postlarvales.
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Fig. 3. Comparacion del nimero de bandas totales
de enzimas (a) y proteinas (b) entre los estadios de
desarrollo en el camaréon blanco cubano
Litopenaeus schmitti Para la comparacion se
utilizo un ANOVA de clasificacion simple y la
prueba Tukey. Las letras diferentes representan
diferencias estadisticas significativas y letras
iguales representan diferencias estadisticas no
significativas en el nimero de bandas entre los
estadios comparados. DE: desviaciéon estandar,
EE: error estandar.

En cuanto a los cambios bioquimicos, en este
trabajo se observa una tendencia al incremento en
la complejidad de los patrones de los sistemas
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enzimaticos y de proteinas analizados (Figs. 1 y 3).
Estos cambios pudieran ser atribuidos a
variaciones especificas de los estadios en el
numero e identidad de genes activos. En este
sentido Lovett y Felder (1990b) detectan
variaciones en la activaciéon y actividad de varias
enzimas digestivas entre estadios del desarrollo de
Litopenaeus setiferus que se corresponden con
cambios en los habitos alimentarios de los mismos.
Alternativamente los cambios observados pudieran
deberse a cambios postranscripcionales especificos
de cada estadio (splicing alternativo). Estos
cambios pueden traer como consecuencia la
generacién de diferentes productos proteicos o
afectar la expresion y/o funcionalidad de los
mismos (Lynch y Maniatis, 1996; Lewin, 2000).
Casos particulares de splicing diferenciales y su
incidencia en la expresion de determinados genes
han sido referidos en algunos mamiferos y en
moscas del género Drosophila (Handa et al., 1999).

Los resultados mostrados son diferentes a los de
Hedgecock et al. (1982), quienes refieren
uniformidad en los patrones de aloenzimas de los
Decapodos a través de la ontogenia, mientras son
similares a los de Lester y Cook (1987), quienes
encontraron zimogramas  diferentes cuando
estudiaron los cambios en los patrones de enzima
en zoeas, mysis, postlarvas y adultos, en cuatro
especies comerciales de peneidos. También
coinciden con los cambios en la actividad y
numero de isoenzimas en varias enzimas digestivas
durante algunos estadios del desarrollo de Penaeus
monodon referidos por Fang y Lee (1992). La
ausencia de actividad amilasa en los primeros
estadios del desarrollo fue también informada por
Lovett y Felder (1990a), Fang y Lee (1992) y
Gonzalez et al. (1994) trabajando con peneidos.

Un aspecto significativo es la disminucion del
numero de bandas totales de las enzimas en el
estadio de mysis 3, a partir de la cual comienzan
de nuevo a incrementarse en postlarva y adulto.
Lovett y Felder (1990b) detectan, en el estadio de
mysis 3 de Litopenaeus setiferus, una disminucion
de la actividad de algunas enzimas, entre las que
se encuentran esterasas, fosfatasa alcalina,
tripsina y carboxilpeptidasas, manteniéndose muy
bajas en la postlarva 1, este comportamiento se
corresponde con la degeneracion de una parte del
intestino medio, previo a la metamorfosis de mysis
a postlarva (Lovett y Felder, 1989). La
correspondencia en los cambios de actividad
enzimatica y de habitos alimenticios durante el
desarrollo, pudieran interpretarse como que el
cambio ocurrido en las actividades de las enzimas
esta condicionado por la variaciéon en los habitos
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alimentarios, sin embargo tales cambios
ontogenéticos en la actividad enzimatica pudieran
estar predeterminados y reflejar una regulacion
genética temporal en la sintesis de enzimas, este
tipo de regulacién ha sido demostrada en Homarus
americanus 'y Artemia franciscana (Lovett y Felder,
1990Db). Por otra parte Brito et al 2001 refieren, en
L. vannamei, cambios en la actividad de enzimas
digestivas como tripsina, quimotripsina y amilasas
en respuesta a cambios en la dieta.

Un comportamiento similar al encontrado en L.
schmitti para el nimero de bandas de las proteinas
totales durante el desarrollo fue informado por
Lovett y Felder (1990b) para L. setiferus, estos
autores refieren que el contenido de proteinas
totales se mantiene esencialmente constante en el
desarrollo excepto en los primeros estadios
(nauplius y zoea).

CONCLUSIONES

Se obtuvo un patrén proteico especifico en cada
una de los estadios del desarrollo estudiados en el
camaréon blanco L. schmitti cuya complejidad
aumenta con el desarrollo, excepto en la mysis 3
que experimenta una disminucién significativa del
numero de bandas enzimaticas.

Los sistemas enzimaticos y proteicos reflejan
comportamientos diferentes en cuanto al ntmero
de bandas por estadio. Las enzimas manifiestan
una tendencia al aumento del numero de bandas
con el desarrollo, sin embargo en las proteinas el
numero de bandas se mantiene esencialmente
constante, excepto en los estadios iniciales (huevo-
mysis 2).
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