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RESUMEN
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En el presente estudio se investigaron algunos aspectos relacicnados con la bisquimicay el

comportamiento de la escalopa "catarina” Argopecten circularis (Sowerby), bajo condiciones ané-
xicas. Se expen'menté sobre consumo de oxfgeno, contenido de glicogeno, relacién de ade-
nin-nucleétidos y caracteristicas oxidativas de extractos de ganglios cercbrales. Se determing cl
cese de respiracién a 200C al alcanzar un valor de oxfgeno disuelto de 0.16ppm, siendo la
tolerancia a anoxia de 30 horas al ser inducida ésta gradualmente en los especfmenes. Tambiénse
determiné en visceras ia presencia de varios aminoécidos libres y en génadas los carotenoides mas
abundantes.
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In the present study some aspects related to the blochermstry and behaviour of the
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"caiarina” scaliop Argopecien circularis \ouwcluy) were studied, under anoxic conditions. The
consumption of oxygen, glycogen content, adenine-nucleotide relation and oxidative characteris-
tics of cerebral ganglia extracts were experimented on. The ceasing of respiration was determined
at 20°C on Icauuug a value of dissolved Gii'y“geﬁ of 0. u:pyl‘ﬁ, 30 hours UCuls the tolerance to
anoxia on being induced gradually in the specimens. Also determined were the presence of several

free amino acids in visceras and the most abundant carotenoids in gonads.

INTRODUCCION INTRODUCTION

Esta investigacién se emprendié inicial- This research project was initially un-

mente con la finalidad de conocer las causas
de mortaiidad en un cuitivo de 4. circularis en
cajas flotantes durante el mes de julio de
1985. Dicho cultivo piloto estd situado a
pocos metros de Ias instalaciones de ia Escueia
de Ciencias Marinas del Instituto Tecnolégico

dertaken in order to study the causes of
mortality in a culture of A. circulans in
floating boxes during July 1985. The pilot
culture is located a few metres from the
instaiiations of the Escueia de Ciencias Mari-
nas of the Instituto Tecnolégicoy de Estudios
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y de Estudios Superiores de Monterrey
(ITESM) en las tranquilas aguas de la Bahia
de Bacochibampo (27054’13"N-27055'20"N y
110058°18"W-110059'33"W), en el Estado de
Sonora.

Como es de esperarse, en esta bahia
debido a las altas temperaturas, debe presen-
tarse una considerable disminucién del ox{-
geno disuelto y por lo tanto es probable que
existan estados permanentes de hipoxia du-
rante el verano. En esas condiciones, los
organismos dependerdn de la glicélisis para
abastecerse de energia en forma de ATP.

Se han empleado diferentes criterios en
estudios similares. Herreid (1980) sedala las
consecuencias que tendra el tratamiento que se
le de a ltos productos finales de anaerobiosis en
el consumo de oxfgeno (deuda de oxigeno).

ANTECEDENTES

Investigadores como Zs.Nagy y Ermini
(1972b) describen la capacidad oxidativa de
extractos ganglionares sobre NADH, conside-
réndolos ricos en citosomas, que son organelos
neurales donde abundan carotenoidesy fosto-
fpidos. Estos al parecer tienen la capacidad
de aceptar electrones estando involucrados en
la produccién de ATP mediante un mecanismo
conocido como "oxidacién endégena”. Schot-
tler (1967) y otros investigadores establecieron
la proporcién de adenin-nucledtidos y las
relaciones con la férmula de Atkinson (1967),
para determinar la carga energética (EC), que
se relaciona directamente con la energfa alma-
cenada. Lehninger (1983), la establece asi:

. ) 1 [ADP + 2ATP]
Nivel Energetico=— .
2[AMP]}+[ADP]+[ATP]

Badman y Chin (1973) determinaron la
concentracién de glicégeno y su consumo
durante la transicién aerobiosis-anaerobiosis
(Efecto Pasteur). De Zwaan (1983) explica
graficamente la formacién de otros metabolitos
en el ciclo de Krebs al someter escalopas a tres
diferentes tiempos de hipoxia.

Superiores de Monterrey (ITESM), in the calm
waters of the Bacochibampo Bay (27058’13"N-
2705520"N and 110058'18"W-110059"33"W),
in the state of Sonora.

Due to high temperatures, there should
be a considerable decrease of dissolved oxygen
in this bay and, therefore, permanent condi-
tions of hypoxia probably exist during the
summer. In these conditions, the organisms
will depend on glycolysis to supply themselves
with energy in ATP form.

Different criteria have been used in
similar studies. Herreid (1980) indicates the
consequencesthat the treatment given to the
end products of anaerobiosis will have on
oxygen consumption (oxygen debt).

ANTECEDENTS

ZsNagy and Ermini (1972b) describe
the oxidative capacity of ganglionary extracts
on NADH, considering them rich in cytosomes,
which are neural organelles where carotenoids
and phospholipids abound. These seem to be
capable of accepting electrons while being
involved in the production of ATP through a
mechanism known as "endogenous oxidation”.
Schottler (1967) and others etablished the
proportion of adenine-nucleotides and the
relations with Atkinson’s (1967) formula in
order to determine the energetic charge (EC),
which is directly related to the stored energy.
Lehninger (1983), establishes it as follows:

. 1 [ADP + 2ATP]
Energetic Level=— .
2[AMPl+[ADPI+[ATP]

Badman and Chin (1973) determined
the concentration of glycogen and its con-
sumption during the aerobiosis-anaerobiosis
gives a graphic explication of the formation of
other metabolites in the Krebs cycle on
subjecting scallops to three different times of
hypoxia.
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MATERIALES Y METODOS
Consumo de Oxigeno

Se conecté un oxigenémetro Yellow
Spring a frascos sellados que contenfan cinco
escalopas de 3.5cm de ancho y 14 veces su
volumen de agua. Se tomaron lecturas a 200C
cada cuatro minutos hasta obtener un valor
constante. Se obtuvo en esta forma el tiempo
de tolerancia a anoxia asi como el valor mi-
nimo de oxigeno disuelto al que cesa la
respiracién y los cambios aparentes de regula-
cién durante dicho consumo.

Adenin Nucleétidos

Se sometierontres grupos de escalopas a
diferentes intervalos de hipoxia, 0.5, 3 y 14
horas respectivamente. Las extracciones de
adenin-fosfatos se realizaron scgun Zs.Nagy
(1972a), cuyos pasos principales son: homoge-
nizacién del musculo "in toto" con &cido per-
clérico, centrifugacién, neutralizacién con
KOH 5 Ny elucién del sobrenadante por una
columna de intercambio iénico Dowex
200-400. Los cluyentes fucron: HC1 0.003 N
para AMP; HC10.01 N + NaCl 0.02 N para
ADPy HC10.01 N + NaCl 0.2 N, para ATP.
A las fracciones de estos nuclétidos se les leyo
su absorbancia en un espectrofotémetro
Perkin-Elmer, 202.

Glicégeno

La extraccién y determinacién se rea-
lizaron segin Raoy Prasada-Rao (1982) y De
Zwaan y Zandee (1972). La preparacién de
los reactivos, se hizo segin Umbreit er al.
(1972). El proceso consistié en tratar todas
las partes internas con acido tricloroacético, al
30%, para desproteinizar, luego con KOH al
30%, seguido de neutralizacién, centrifugacién
y precipitacién del glicogeno con etanol. Se
procedié entonces a enfriar, centrifugar e
incubar afadiendo antrona, para medir la ab-
sorbancia a 620nm. Se comparé con un estan-
dar de concentracién 10%. Se midié la con-
centracién de extractos de organismos frescos,
asi como de aquellos que habian sido someti-
dos a hipoxia, a las 15 horas.
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MATERIALS AND METHODS
Oxygen Consumption

A Yellow Spring oxygen meter was
connected to sealed flasks containing scallops
3.5cm wide and 14 times their volume of
water. Readings were taken at 200C every
four minutes until obtaining a constant value.
In this way the tolerance time to anoxia was
obtained as well as the minimum value of
dissolved oxygen at which respiration stops
and the apparent changes of regulation during
the consumption.

Adenine-Nucleotides

Three groups of scallops were subjected
to different intervals of hypoxia, 0.5, 3 and 14
hours respectively. The adeninc-phosphate
extractions were carried out according to
ZsNagy (1972a). The main steps are: homog-
enization of the muscle "in toto" with perchio-
ric acid, centrifugation, neutralization with
KOH 5 N and elution of the supcrnatant
through a Dowex 200-400 ionic ecxchange
column. The eluants were: HCE 0.003 N for
AMP, HCI 001 N + NaCl 0.02 N for ADP
and HC10.01 N + NaCl 0.2 N for ATP. The
absorbance of the fractions of these nu-
cleotides was read on a Perkin-Elmer 202
spectrophotometer.

Glycogen

The extraction and determination were
carried out according to Rao and Prasada-Rao
(1982) and De Zwaan and Zandee(1972). The
preparation of the reagents was done accord-
ing to Umbreit er al. (1972). The process
consisted in treating all the internal parts with
trichloroacetic acid (30%) to deproteinize,
then with KOH (30%), followed by neutraliza-
tion, centrifugation and precipitation of the
glycogen with ethanol. This was then cooled,
centrifuged and incubated adding anthrone, to
measure the absorbance at 620nm. It was
then compared to a 10% concentration stan-
dard. The concentration of extracts from
fresh organisms was measured, as well as from
those that had been subjected to hypoxia, at
15 hours.
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Oxidacién Endégena

Se hicieron extractos etanolicos de gan-
glios cerebrales de 4. circularis, en el pie, esé-
fago y porcién antero-ventral del musculo
aductor. Se hizo un tratamiento similar al
propuesto por Zs.Nagy (1972b).

Carotenoides

Se hicieron extractos de génadas de
organismos frescos y también de material
sujeto a anoxia. Esta experimentacién se
realizé durante los meses de marzo y abril de
1987, por ser la época en que las génadas han
alcanzado el mayor crecimiento. Los
carotenoides se extrajeron del material ho-
mogenizado con 1a mezcla de éter de petré-
leo-acetona-agua (60:30:10). Todos los expe-
rimentos incluyendo saponificacién, cro-
matografia en columna y en placa delgada se
hicieron en ausencia de luz para evitar oxida-
ciones. En las cromatografias se utilizé gel de
sflice como fase estacionaria. Para correr las
placas, se usé como fase mévil cloroformo-ace-
tato de etilo (4:1) y como agente cromogénico
luz ultravioleta. La otra fraccién se redisolvié
en ciclohexano para obtener el espectro visible

en un equipo Beckman, Mod. 25.

Aminoéacidos Libres

Simultaneamente a la determinacién de

carotenoides se hizo un homooenizadode vis-

alOICROICCS 5C NIZ0 U NOMOUgCNniZaco e vi

ceras con buffer de fosfato a pH 8. Luego se
cemnfugo y se le afadié 1sopropanola la frac-
blUll ll\{ulda Sb hl\rlblull vallaa \,lUlllﬂlUsla'
fias en papel en forma descendente, ascen-
dente o bidimensionales, obteniéndose un
resuitado satisfactorio cuando se utilizé como
fase mévil butanol-acido acético-agua (BAW)
(75:10:15), revelando con Ninhidrina y com-
parando con amino&cidos puros.

RESULTADOS

a

La Figura 1 se refiere al consumo de
oxfgeno, nos muestra la forma como va
disminuyendo la concentracién de dicho ele-
mento a través del tiempo. Comenzando con
una concentracién inicial de 7.1ppm, bastaron

Endogenous Oxidation

Ethanolic extracts were made of cerebral
ganglia of A. circularis, in the foot, oesophagus
and antero-ventral portion of the adductor
muscle. A treatment similar to that proposed
by Zs.Nagy (1972b) was carried out.

Carotenoids

Extracts of gonads from fresh organisms
were done and also of material subject to
anoxia. This experiment was carried out dur-
ing March and April 1987, as it was the epoch
in which the gonads had reached maximum
growth. The carotenoids were extracted from
the homogenized material with the ether
mixture of petroleum-acetone-water
(60:30:10). All the experiments, including
saponification, column and thin plate chro-
matography, were done in the absence of light
in order to prevent oxidations. During the
chromatography, silica gel was used as sta-
tionary phase. In order to run the plates,
chloroform-ethyl acetate (4:1) was used as
mobile phase and ultraviolet light as the
chromogenic agent. The other fraction was
redissolved in cyclohexane in order to obtain
the visible spectrum with a Beckman instru-
ment, Mod. 25.

Free Amino Acids

At the same time as the determination
of carotenoids, a homogenization of visceras
with a phosphate buffer, pH 8, was carricd
out. It was then centrifuged and isopropanol
was added to the liquid part. Several paper
chromatographies were done, in descending,
ascending and bidimensional form, obtaining a
satisfactory  result when butanol-acetic
acid-water (BAW) (75:10:15) was used as
mobile phase, developing with ninhydrin and
comparing with pure amino acids.

RESULTS
Figure 1 refers to oxygen consumption

and shows how the concentration of this
element decreases with time. Starting with an



Escarria, S. et al.-Estudio bioquimico

3
= 3
I B \
(] ] E\\
.
5 \E\a\
L "~ﬂ\‘~_‘g‘
O T T T T ‘*—? T
3] 20 40 &L 20
T{rming

Figura 1. Disminucién de la concentracién de oxigeno durante 60 minutos a 200C, en frascos

sellados.

Figure 1. Decrease of the concentration of oxygen during 60 minutes at 200C, in sealed flasks.
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de 0.16ppm. Este se mantendrd durante 30
horas, hasta la muerte de los organismos.
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concentracién de adenfn-nucleétidos se obser-
van en la Figura 3, a tres diferentes intervalos

de hinoxia
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Ge nipoxia.

En la parte inferior se muestra la
carga energética (EC), cuyos valores son: 374,
39.7 y 37 9, respectivamente. Los intervalos
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peso humedo para los diferentes nucleétidos
a51 como el aumento porcentual al final del

Los resultados sobre el contenido de gli-
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Figura 2. Relacién entre el consumo de oxfgeno y su concentracién.
Figure 2. Relation between oxygen consumption and its concentration.
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Figura 3. Concentracién de adenin-nucleétidos y carga energética durante 14 horas de
anaerobiosis.
Figure 3. Concentration of adenine-nucleotides and energetic charge during 14 hours of
anaerobiosis.
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Tabla I. Intervalos de variacién y aumento porcentual, durante 14 horas de anaerobiosis.
Table I. Variation ranges and percentage increase, during 14 hours of anaerobiosis.

0 3 14
(horas) (horas) (horas)
AMP 110 162.5 146.5
ADP 75 1153 69.0
ATP 50 86.9 67.7

Resultados sobre oxidacién endégena.
A los extractos ctanélicos de ganglios se les
corrieron espectros ultravioleta, a diferentes
periodos de hipoxia, 0.5, 3 y 14 horas respec-
tivamente. En todos los casos se observé una
absorbancia similar a 260nm. En la regién de
290nm se observé una pérdida de absorbancia
a medida que avanzaba el tiempo de hipoxia.

Presencia de amino e iminoacidos. Las
diferentes cromatografias en papel, ascen-
dentes, descendentes y bidimensionales de-
mostraron la presencia de los siguientes com-
puestos: glicina, alanina, histidina, citrulina,
taurina, glicilbetaina, octopina y trimetilami-
na.

Los carotenoides purificados resultaron
ser Luteina y Astaxantina.

DISCUSION

De la informacién obtenida y registrada
en la Figura 1, se deduce que la escalopa A.
circularis es un "buen regulador” tanto aeré-
bica como anaerébicamente. Por el analisis de
las pendientes se pudo deducir que a partir de
7.1ppm de oxfgeno disuelto se encuentra una
conformacién aerébica perfecta, donde la con-
ductancia permanece constante. Una vez al-
canzado el valor de 3.1ppm, primer Pc (pre-
sién critica) el consumo de oxigeno disminuye
mas rapidamente. Esto puede indicar que el
cambio a anaerobiosis requiere de cuatro
minutos.

Una vez alcanzado el valor de 2.1ppm,
la escalopa muestra una respuesta poikilo-
metabélica, o sea una conformacién anaeré-
bica perfecta. Durante ese tiempo, ocho mi-

Results on endogenous oxidation. Ul-
traviolet spectra were run on the ethanolic
extracts of ganglia at different periods of
hypoxia, 0.5, 3 and 14 hours respectively. An
absorbance similar to 260nm was observed in
all cases. In the region of 290nm, a loss of
absorbance was observed as the time of
hypoxia increased.

Presence of amino and imino acids. The
different paper chromatographies, ascending,
descending and bidimensional, showed the
presence of the following compounds: glycine,
alanine, histidine, citrulline, taurine, gly-
cyl-betaine, octopine and trimethylamine.

The purified carotenoids were lutein and
astaxanthin.

DISCUSSION

From the information obtained and
recorded in Figure 1, it is inferred that the
scallop A. circularis is a "good regulator”, both
aerobic and anaerobically. From the analysis
of the slopes it was possible to infer that
starting from 7.1ppm of dissolved oxygen a
perfect aerobic conformation is found, where
the conductance remains constant. Once the
value of 3.1ppm has been reached, first Pc
(critical pressure), the consumption of oxygen
decreases faster. This could indicate that the
change to anaerobiosis requires four minutes.

Once the value of 2.1ppm has been
reached, the scallop shows a poikilometabolic
response, that is, a perfect anaerobic confor-
mation. During that time, eight minutes, the
anaerobic efficiency begins to rise and on
reaching the value of 1.6ppm, a homeo-
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nutos, el rendimiento anaerébico comienza a
elevarse y al alcanzar el valor de 1.6ppm,
aparece una respuesta homeometabélica,
donde se eleva el metabolismo para compensar
la disminucién de consumo de oxigeno (Her-
reid, 1980). En 0.9ppm, se establece el scgun-
do Pc. Entre 0.9 y 0.7 aparece un consumo de
oxigeno conformador, que no predomina por
mucho tiempo. En 0.7 se restablece el com-
portamiento homeometabélico y al llegar a
0.4ppm comienza un consumo de oxigeno
curvilineal con una sensible baja de conduc-
tividad. Al alcanzar el valor de 0.16ppm la
respiracién cesa debido a que la tensién de
oxfgeno no es suficiente para vencer la re-
sistencia de los tejidos.

Sobre adenin-nucleétidos, se observé
que la relacién ATP/ADP aumente de 0.7 a
098, lo que implica una activacién de las
enzimas anabélicas. Este sutil equilibrio,
puede explicar por qué el consumo de glicé-
geno no es excesivo. Schottler (1967) es-
tablece que para células normales la carga
energética (EC) varfa entre 0.75 a 0.95 y que
un valor menor a éste aumenta la actividad de
las enzimas catabélicas, por lo que se incre-
mente también la tolerancia a anoxia.

Los resultados obtenidos sobre glicégeno
bajo condiciones anéxicas, mostraron un valor
del 5%. O’Doherty y Feltham (1971) es-
tablecen que para ¢l muasculo aductor de
Placopecten  magellanicus, €l contenido de
glicégeno equivale al 3% del peso humedo.
Barber y Blake (1981) reportan 12.8% en
glandula digestiva de Argopecten irradians
para fechas similares, es decir, durante el mes
de julio. La diferencia con los investigadores
antes nombrados puede provenir de que aqui
se trabajé con la totalidad del organismo,
donde el hepatopancreas se comporta como el
regulador del metabolismo de los carbo-
hidratos (Zs.Nagy y Ermini, 1972b).

Sobre la oxidacién endégena, se es-
tablece aqufi, que la pérdida de absorbancia a
290nm, parece ser similar a la que reporta
ZsNagy y Ermini (1972a), dentro del interva-
lo de 230-280nm, donde sugieren que se debe a
la reduccién de uno de los componentes de los
ganglios. Los mismos autores reportan que los
citosomas poseen propiedades oxidativas, asi
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metabolic response appears, in which the
anaerobic metabolism increases in order to
compensate the decrease in oxygen consump-
tion (Herreid, 1980). At 0.9ppm, the second
Pc is established. Between 0.9 and 0.7 a
conforming oxygen consumption appears,
which does not prevail for a long time. At 0.7
the homeometabolic behaviour is re-estab-
lished and on reaching 0.4ppm, a curvilinear
consumption of oxygen begins with a notice-
able drop in conductivity. On reaching the
value of 0.16ppm, respiration stops since the
oxygen tension is not sufficient to overcome
the resistance of the tissues.

Regarding adenine-nucleotides, it was
observed that the ATP/ADP relation in-
creased from 0.7 to 0.98, which implies an
activation of the anabolic enzymes. This fine
equilibrium can explain why the consumption
of glycogen is not excessive. Schottler (1967)
establishes that the energetic charge (EC) for
the normal cells varies between 0.75 and 0.95
and that a lower value increases the activity of
the catabolic enzymes, and therefore also
increases the tolerance to anoxia.

The results obtained on glycogen under
anoxic conditions, showed a value of 5%.
O’Doherty and Feltham (1971) establish
that for the adductor muscle of Placopecten
magellanicus, the glycogen content is equiv-
alent to 3% of the wet weight Barber and
Blake (1981) report 12.8% in the digestive
gland of Argopecten imadians  for similar
dates, that is, during July. The difference
with the above authors can be due to the fact
that in this study the whole organism, where
the hepatopancreas behaves as the regulator
of the metabolism of the carbohydrates
(Zs.Nagy and Ermini, 1972b), was ccnsidered.

Regarding endogenous oxidation, it is
established here that the loss of absorbance at
290nm, seems to be similar to that reported by
ZsNagy and Ermini (1972a), within the
230-280nm range, where they suggest that it
is due to the reduction of one of the compo-
nents of the ganglia. The same authors report
that the cytosomes possess oxidative proper-
ties, as well as acting as respiratory enzymes.
Thus, in the absence of oxygen, the
lipochrome pigment of these cytosomes can
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como la de actuar como enzimas respiratorias,
por lo que en ausencia de oxigeno el pigmento
lipocrémico de dichos citosomas puede man-
tener la produccién de ATP a un 60% de
eficiencia.

Sobre carotenoides de las génadas de A.
circularis, se pudo establecer que los mas
abundantes eran Luteina y Astaxantina.
Scheuer (1967) y Fox (1983) demuestran la
abundancia de estos en muchos organismos
marinos. El anélisis se hizo de las cromato-
grafias comparativas y del espectro visible a
447 y 473nm. Las concentraciones fueron del
orden de 2 x 10'5mg/g de goénadas, siendo és-
tos valores similares a los reportados por
Simpson (1982) y Matsuno et al. (1969).

La investigacién preliminar sobre ami-
noacidos libres, hizo que se confirmara la
presencia de amino e iminoécidos normales en
moluscos, los cuales en el caso de la escalopay
en unién de algunos azicares se convierten
posiblemente en excelentes potenciadores del
sabor, segin nuestra opinién y la de Wasser-
man (1979) y de Bishop et al. (1983).
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maintain the production of ATP at a 60%
efficiency.

Regarding the carotenoids of the gonads
of A. circularis, it was established that the
most abundant were lutein and astaxanthin.
Scheuer (1967) and Fox (1983) show the
abundance of these in many marine organisms.
The analysis was made from the comparative
chromatographies and from the visible spec-
trum at 447 and 473nm. The concentrations
were of the order of 2 x 10-5mg/g of gonads,
these values being similar to those reported by
Simpson (1982) and Matsuno et al. (1969).

The preliminary study on free amino
acids, confirmed the presence of normal amino
and imino acids in molluscs, which in the case
of the scallop and together with some sugars
are possibly converted into excellent potentia-
tors of taste, according to us and to Wasser-
man (1979) and Bishop er al. (1983).
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