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Résumé

guel ques données sur les variations des proté nes et das aml noamde; libres totaux
U |qU|de mtracapsulalre en relation avec le dévelop \r)lonnalre
delomelon brasiliana (Lamarck, 1811) (Gastropoda, Prosobranchla, olutidae).

OEu?onte dAdeIomeIon brasllana (Gastropodat Volutidag) consste en quel-
S contenus dans une capsule avoide, d'une taille cons@dérable. Le volume

le e en moyenne de 77 ml & contient de 9 a 33 embryons (en
moyenne 22 Ces embryons’ atteignent leur métamorphose complete dans la cap-
su{e * nourns&ant de “substanceS extraembryonnaires dissoutes dans le liquide
intracapsularre.

La composition prgténique du Ilqw de intracapsulaire reste identique pendant
les stades du, développement embryonnaire, avec deux bandes constantes
la, separation éectrophoretique. La concentratlon en protéines & en amino-
des libres varie au cours des différents stades. Parmi les aminoacides, on trouve
permanence les aades g utamlqlue, aspartique et la phenylalanl ne Les ch anqe
ents observes au st ecloson prouvent que I'ouverture de la

Hllmsa produit dans un endr0|t predetermlne et essentidlement un procesus
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Introduccion

Adelomelon brasiliana es un gasteropodo muy comun, que habita
fondos arenosos poco profundos desde Rio Grande do Sul (Brasil)
hasta Rio Negro (Argentina).

Sus peculiares capsulas ovigeras libres, que encierran volOmenes
a menudo superiores a 100 ml, en las que se desarrollan unos pocos

(1) Contribucién dd Instituto de Biologia Marina n° 228.
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embriones, brindan un material sumamente noble para el estudio de
la relacion entre la composition y propiedades del liquido intra-
capsular y el desarrollo embrionario. Las proteinas del liquido intra-
capsular constituyen en A. brasiliana, la fuente principal de alimento
para e embrion ; de un huevo de 240 u de didmetro se desarrolla un
embrion cuya longitud a la eclosion alcanza Los 10 mm. En relacion
a los diferentes estadios de desarrollo embrionario se efectud la separa-
cién y dosgje de proteinas en € liquido intracapsular y se determinaron
aminoécidos libres totales, algunos de los cuales fueron identificados.

Material y metodos

Se analizaron en total 150 ovicépsulas de A. brasiliana, obtenidas
en e puerto de Mar del Plata, provenientes de la pesca costera de
arrastrey de material de descarte destinado a la industria de reduccion.
Las muestras se tomaron desde fines de diciembre de 1971 hasta abril
de 1972.

En cada cépsula se practicd una incision para extraer el liquido,
se midi6 e volumen ocupado por é y se conservé a— 20 °C. Asimismo
se extrajo la membrana interna de la capsula directamente en contacto
con € liquido y se contd e nuiméro de embriones, verificandose €
estadio de desarrollo de los mismos.

Se efectuaron las siguientes determinaciones en el liquido intra-
capsular :

Proteina total. Se utiliz6 el método colorimétrico que pone en
juego el reactivo de Biuret, segin Gornal et al. (1949), que da una
coloracion violécea cuya intensidad es funcién de la concentracion
protéica. Como testigo se utiliz6 albamina bovina de la fraccion
V Armour (100 mg/ml). Se efectuaron lecturas a 540 my en un espec-
trofotometro Hilger y Watts.

Electroforesis sobre acetato de celulosa. Se separaron las pro-
teinas del liquido intracapsular utilizando un buffer de barbital
(pH 89 y otro de fosfatos (pH 6,891 ; 0,025 M). Como colorante se
utiliz6 Amidoschwartz 10B ; e tiempo de corrida fue de 15 minutos,
a 250 V, a 18 °C. Para separar las proteinas solubles de la membrana
interna de la capsula, se la traté con agua destilada, se homogeneizé
y centrifugé tomandose luego el sobrenadante. Este se dividié en dos
partes, en una se verificO presencia de proteinas con &cido tricloro-
acético 5 p. 100 y la otra se corri6 electroforéticamente.

Aminoacidos libres totales. Se procedié de acuerdo al método de
Lee y Takahashi (1966) usando como reactivo una mezcla de solucién
de ninhidrina 1 p. 100 en buffer citrato (pH 5,5), glicerina y buffer
citrato (pH 55) en proporcién volumétrica 05 : 12 : 0,2. La precipi-
tacién de proteinas se efectud con tricloroacético ; hasta una concen-
tracién fina del 5 p. 100. Se leyé en espectrofotometro a 540 my.

El método da como resultado una relacion lineal entre concen-
tracion de aminoé&cidos y densidad éptica. Para trazar la recta de
trabajos de rutina se toman 2 puntos ; 0 -pug y 2 pg de aminoéacido.



LAMINA 1

Ovicdpsula de Adelomelon brasliana ; 3/4 del tamafo natural.
(Fotogr. M. A. Scelzo)



ADELOMELON BRASILIANA 217

Separacion cualitativa de algunos aminodcidos libres. Mediante
cromatografia sobre Silicagel G, usando técnica bidimensional ascen-
dente. Los sistemas de solventes usados fueron fenol-agua (75-25 w/w)
y butanol-acético-agua (60 : 20 : 20) usando como revelador solucién
de ninhidrina en butanol-acético. Para la precipitacién de proteinas y
polisacaridos, se utilizé etanol, se centrifugé, y el sobrenadante se
llevé a sequedad a vacio, a no mas de 50 °C. El residuo se redisolvi6 en
0,01 ml de etanol y se sembré en la placa.

Salinidad : Se determiné segun el método de Mohr, con solucién
NO,Ag (27,25 g/1) usando como indicador solucién CrO/K, (80 g/l).

pH. Se determindé con un pHachimetro Metrohm, en muestras de
liquido intracapsular conservadas a — 20 °C.

RESULTADOS

En A. brasiliana los embriones completan su desarrollo y total
metamorfosis dentro de la ovicapsula alimentandose de sustancias
extravitelinas disueltas en el liquido intracapsular. Las capsulas son
de forma ovoide, con un largo (diAmetro mayor) entre 40 y 80 mm,
y un ancho (diametro menor) que varia entre 35 y 66 mm (Lamina 1).
El nimero de embriones por capsula varia entre 9 y 33, existiendo
una correlacién positiva entre el tamafnio de la capsula y el nimero
de embriones.

Se han establecido arbitrariamente ocho diferentes estadios de
desarrollo embrionario a saber (Fig. 1) :

Estadio 0 : Desde el momento de la puesta, la segmentacién del huevo,
la larva veliger intracapsular, comprendiendo también las prime-
ras etapas del crecimiento en tamano y transformacién de la
vesicula cefalica.

Estadio I : Estadio de crecimiento ; presentan una longitud media
de 4,5 mm ; no realizan movimientos ni natatorios ni reptadores.

Estadio II : Finalizan los procesos de crecimiento anterior a la for-
macién de la conchilla ; no se desplazan y alcanzan una longitud
media de 6 mm.

Estadio III : Se desarrolla el pie, realizando desplazamientos repta-
dores por la pared capsular. Comienza a desarrollarse la conchilla
(completamente orgéanica) ; el organismo ha crecido en grosor.

Estadio IV : Se ha conformado la conchilla, que es muy delgada ;
presenta una media de 7,5 mm de longitud y 5,0 mm de ancho.

Estadio V : De crecimiento y calcificacién ; longitud media de 8,5 mm
y ancho de 6,0 mm.

Estadio VI : De crecimiento y calcificacién ; longitud media de 9,5 mm
y ancho de 6,0 mm.

Estadio VII : De la eclosién, con una longitud media de 10,5 mm y
ancho de 6,5 mm.



218 G.C. DE MAHIEU, P.E. PENCHASZADEH Y A.B. CASAL

Tasra 1
Andlisis de las muestras en porcentajes de estadios embrionarios representados

Estadios de desarrollo embrionario

Fecha
0 | 1l 1 v ¥ vi Vil
30 dic. 1971 9,5 38,0 23,8 4,7 14,2 9,5 — ==
8-20 en. 1972 17,4 20,6 15,8 33,3 9,5 3,1 == e
13 mar. 1972 7,4 74 148 148 i 148 293 11,1
20 abr. 1972 18,7 78 156  — e 31 203 343

Fie. 1
Estadios de desarrollo embrionario considerados ; explicacién en el texto.
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De la Tabla 1 se desprende que teniendo en cuenta la frecuencia
de estadios en cada muestra y la presencia a partir de marzo de
ovicapsulas en estadios VI y VII, el tiempo que transcurre entre la
puesta y la eclosion seria de alrededor de los tres meses.

TaBLA 2

Valores medios de volumen, salinidad, pH, aminodcidos y proteinas totales y

relacién M en el liquido intracapsular para cada estadio embrio-
Aminoéc. totales

nario considerado.

Proteina total media
aminoéacidos Protéina ——

. Volumen Salinidad 2 l8isido
it (m) 0. 9 “ '?f"":llle)s :::l'; )l tcﬁcr:n llensomedioss

(mg/{-m)
0 83 32,91 7,18 122,63 1 506,72 12,29
I 73 32,86 7,20 170,93 1 818,562 10,63
1I 75 33,15 7,20 44,48 1314,64 29,55
III 71 32,65 7,21 281,74 1 509,09 5,35
v 78 33,93 7,20 173,64 1 486,35 8,55
v 78 33,46 6,81 65,90 1 281,36 19,44
VI 71 33,36 6,93 3,756 873,42 234,31
VII 82 33,56 6,90 11,16 1204,44 107,92

En la Tabla 2 se encuentran los valores medios de algunos compo-
nentes y propiedades del liquido intracapsular en relacién a los
distintos estadios de desarrollo embrionario.

Las medias de aminoacidos libres totales y de proteinas totales
son fluctuantes (Fig. 2a) ; presentan dos picos maximos, uno corres-
pondiente al estadio I y otro al III. Los aminoacidos estan presentes
en el estadio III en un valor que excede en mas del doble al inicial
(estadio 0) en tanto que las proteinas presentan valores similares
para ambos estadios. Los valores de ambos componentes tienen una
caida lineal entre los estadios III y IV, alcanzando un minimo al
llegar al estadio VI, para luego anotar un pequefio incremento al pasar
de VI 4 VII.

Los valores medios de salinidad presentan dos picos : el primero
en II y el segundo en IV. Coincidiendo con lo hallado para amino-
4cidos y proteinas también se anota un ligero aumento al pasar de
estadio VI 4 VII (Fig. 2b).

El pH es ligeramente basico (7,18-7,21) a partir del estadio 0
hasta el IV, presentando valores levemente acidos (6,81 - 6,90) desde V
a VIL

Existen dos etapas en las que paulatinamente aumenta la relacién
de proteinas totales a aminoacidos libres totales del liquido intra-
capsular ; la primera es desde el estadio 0 al II, en que el aumento no
es muy pronunciado, y la segunda es desde III a VI, en la que se
produce un aumento exponencial (Fig. 2¢).

Para distintos voltimenes capsulares se encuentra un numero
diferente de embriones y una variacién en la cantidad de aminoacidos
libres y proteinas totales en el liquido intracapsular. La variacién de
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capsular en los diferentes estadios embrionarios considerados.
Salinidad p. 1000.
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la media del nimero de embriones en relacién a la media del volumen
capsular resulta una curva sigmoidea (Fig. 3). En valores medios,
el numero de embriones para grandes volimenes es de 22 embriones/
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Fic. 3
a : variaciéon de la media del nimero de embriones y aminoicidos libres
totales en relacién a volimenes medios del liquido intracapsular.
b : variacién de la cantidad de proteina total del liquido intracapsular en
relacién al volumen y para cada estadio de desarrollo embrionario.
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capsula, siendo el maximo absoluto registrado 33 embriones en una
capsula de 122 ml de volumen, en estadio Il (Tabla 3).

La relacion entre la cantidad de aminoacidos libres totales y el
volumen varia con una tendencia semejante a la hallada para el
ndamero de embriones por capsula (Fig. 3). Relacionando la cantidad
de aminoéacidos con el nimero de embriones por capsula se obtiene
una recta cuya ecuacién (por cuadrados minimos) es y =916 x
—71,14.

(X : nimero de embriones promedio; y : um de aminoacidos en
promedio), lo que significa un incremento medio de aminoacidos libres
de 9,16 um por embrion (Fig. 4). La relacion entre la superficie de la
capsula ovigera y consecuentemente el volumen intracapsular, y la
cantidad de proteinas del liquido también es linea (Fig. 5).

Estudiando electroforéticamente la distribucion de fracciones pro-
téicas en el liquido intracapsular en los distintos estadios embrionarios
considerados, se observan siempre dos bandas caracteristicas de inten-
sidad variable, dependiendo ésta de la etapa € desarrollo involucrado
y del volumen de la capsula ovigera. La membrana interna de la
capsula, en contacto con el liquido intracapsular, presenta la misma
composicion proteica que éste.

Por udltimo, la composicion cualitativa de aminoacidos libres en
el liquido intracapsular parece mantenerse constante, siendo fenilala-
nina, aspartico y glutdmico los aminoacidos que aparecen en mayor
cantidad.

TABLA 3

Media de aminoéacidos libres totales, proteinas totales y nimero de embriones en
el liquido intracapsular extravitelino para los distintds intervalos de volumen.

Volumen Namero de Aminoacidos tot. Protéinas tot.
(ml) embriones (um) (mg)
21-40 12 19,20 569,40
41-60 14 53,51 775,03
61-80 18 86,25 1 208,10
81-100 20 139,41 1 544,88
101-120 22 108,95 2 497,55
121-140 22 158,62 2 282,95
Discusion

Tanto el liquido intracapsular extravitelino como la membrana
mas interna de la ovicdpsular mantienen una composicién protéica
constante a través de todos los estadios embrionarios considerados.
Ademés, la cantidad de proteinas disponibles del liquido intracapsular
es directamente proporcional a volumen que ocupay a la superficie
de la capsula ovigera. Esto, conjuntamente con la gradual disminucion
de la membrana interna de la capsula (en espesor) a medida que
transcurre el desarrollo, permitiria interpretar que las proteinas del
liguido intracapsular provendrian en parte de la disolucién de la
membrana mas interna de la ovicapsula.

Observando la Fig. 3 (b) vemos que la relacion proteinas totales
—volumen para cada estadio es lineal. El hecho de que las pendientes
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varien, indica que para cada estadio hay una movilizacion protéica
diferente. Si tenemos en cuenta la constancia en la composicion pro-
teica en contraste con todos los cambios que se producen desde €l
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estadio O al VIl en €l liquido intracapsular, vemos que las proteinas
de éste no pueden ser las causantes de reacciones, sino que simple-
mente estan suministrando una fuente de alimento que es incorporado
segln las necesidades del embrién en desarrollo. Nuestros resultados
Nno nos permiten precisar si las variaciones en concentracion de pro-
teina a través de los distintos estadios corresponden solamente a
distintos ritmos de ingestion & también a excrecién protéica. Sin
embargo se puede afirmar que por lo menos la mayor parte de las
variaciones se deben principalmente al primer factor ya que en los
procesos de diferenciacion y crecimiento existe siempre predominio
de procesos anabdlicos. En la etapa de diferenciacion ya existe un
predominio de procesos regidos por enzimas que se manifiesta en un
aumento de proteina citoplasmica (Davidson y Leslie, 1950).

Las dos etapas en las que los embriones incorporan mas pro-
teinas (en las que se produce descenso de la proteina total en el liquido
intracapsular) son a pasar del estadio | a Il y luego del 111 a VI.

En la primera se produce € crecimiento y diferenciacion de
6rganos y la segunda corresponde fundamentalmente a la formacién
y calcificacion de la conchilla. Varios autores han |lamado la atencién
sobre la formacion de la matriz organica previa a la calcificacion
(Hammen y Wilbur, 1959 ; Wilbur, 1960 ; Wilbur y Watabe, 1963 ;
Kobayashi, 1964 ; etc.) proceso que entrafiaria una gran movilizacion
protéica. Al propio tiempo, en las dos etapas sefaladas existe un
predominio de proteinas en relacion a los aminoacidos libres. La
interconversion seria imperceptible de ser positiva, ya que existe un
perfecto sincronismo en e aumento y disminucién de los valores de
ambos constituyentes, o que por otra parte indica que ambos respon-
den conjuntamente a las necesidades de los embriones. El hecho de
gue la composicién dd liguido intracapsular en lo que respecta a
aminoéacidos libres sea constante y exista una cantidad de amino-
acidos libres para cada embrion en promedio, podria indicar que
estos provendrian también de la actividad metabdlica de los embriones.

En cuanto a la funcion que desempefian los aminoacidos libres
Meenakshi et al. (1969) encontraron 15 aminoacidos en el periostraco
de 27 especies de gasteropodos, especialmente aspartico y glutamico
en las formas marinas. Segln los mismos autores existiria una inte-
resante relacion entre la incorporacion de glutdmico y la salinidad,
encontrando que un aumento en la Ultima produce un aumento de
concentraciéon del aminoacido en el periostraco. En nuestro caso,
podria tal vez explicarse e asincronismo observado entre |la salinidad
y la concentracion de aminoacidos en el liquido intracapsular, ya
gue un aumento de la salinidad produciria una incorporacién instan-
tanea de aminoé&cidos libres, ya que segin Wood (1965) y Woods vy
Webb (1966) puede haber ingestion o absorcién de aminoacidos libres
a nivel celular. Por otra parte Wilbur (1964) indica como componentes
importantes para la fijacion dd CO, en € manto la presencia de
aspartico, glutdmico y alanina. A partir del estadio IV, en que se
cacifica la conchilla es cuando existiria una mayor retencion de
aminoécidos libres (entre ellos aspartico y glutamico).

En cuanto a la eclosion, Davis (1968) cita tres posibles mecanis-
mos : mecanico, enzimatico y asmatico.
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Eclosion puramente mecénica no ha sido descripta para ningin
Prosobranquio. De nuestras observaciones no aparece como probable
el primer tipo de mecanismo, ya que en acuario sin perturbaciones
otra que el aireador, se observa que la eclosion se produce por una
zona predeterminada de la capsula, opalescente y méas delgada, de
alrededor de un centimetro de didmetro, que se disuelve ; los embriones
salen exclusivamente por esa zona, sin que la cdpsula sea sometida a
ningln tipo de accibn mecanica.

En cuanto a los mecanismos enziméticos podemos observar que :
a medida que avanzan los estadios de desarrollo se va produciendo
una disolucion gradual de la membrana en contacto con el liquido
intracapsular ; a pasar del estadio VI a VII se produce un aumento
de la concentraciéon en aminoacidos libres totales y también un
aumento en la concentracion de proteinas totales, que podria relacio-
narse con una postrera disolucion de la membrana, previa a la eclo-
sién ; a propio tiempo la salinidad es maxima y e pH es minimo
en VII, y la relacion proteina total aminoacidos libres totales des-
ciende. Es también de hacer notar que en marzo, mes en e que
comienza la eclosién masiva de los huevos puestos en diciembre-
enero, es cuando se registra la mayor temperatura en las aguas
costeras de Mar del Plata (20 °C ; Carreto, 1968). Todos estos cambios
podrian, de alguna manera, permitir la accién de una 6 mas enzimas
gue hasta entonces carecian de condiciones Optimas para actuar.
D'Asaro (1969) postula que la apertura de la capsula en Bursa y
Distorsio es probablemente la resultante de una accién enzimaética
controlada por el embrién. En nuestro caso, ho se han detectado
cambios en la composicion protéica del liquido intracapsular, 1o que
descartaria la hipotesis de creacién de enzimas y secrecién a medio
por parte de los embriones, por lo menos en nuestro actual estado
de conocimientos. Un futuro andlisis de las membranas de la capsula
permitiria elucidar las transformaciones que se producen en ésta.

Por dltimo, consideramos que debe descartarse un mecanismo
osmatico de eclosién, primero por todas las evidencias anteriormente
mencionadas, y segundo, por que si bién se produce un ligero aumento
de la salinidad al pasar del estadio VI a VII, ésta sigue siendo menor
a la de medio externo (33,98 p. 1000 ; Carrero, 1968). Otras posibi-
lidades, como por gemplo digestion microbiana de la capsula no han
sido investigadas, pero parecen poco probables.

Conclusiones

Existen dos fracciones protéicas como componentes constantes
de liquido intracapsular, que provendrian en parte de la disolucion
de la membrana més interna de la capsula. La incorporaciéon de pro-
teina del liquido intracapsular por los embriones se hace més signi-
ficativa en dos momentos importantes : crecimiento sin conchilla y
cacificacion de ésta.

La disolucién de la pared capsular en un sitio predeterminado se
produciria cuando los cambios que se operan en el estadio previo a la
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eclosion (VII), en el liquido intracapsular, permitiesen la accién de una
6 mas enzimas, no existiendo accibn mecanica ni osmoética involu-
cradas.

Agradecemos al Dr. Karl M. Wilbur de la Universidad de Duke la lectura
del manuscrito y sus mdltiples sugerencias.

Summary

Some aspects on the variation of intra-capsular liquid total free protein and
aminoacids, related to embryonary development in Adelomelon brasiliana
(Lamarck, 1811) (Gastropoda, Prosobranchia, Volutidae).

The spawn of Adelomelon brasiliana (Gastropoda, volutidae) consists on few
eggs contained in a great size, ovoid shape capsule. The mean volume is 77 ml
and the number of embryos per capsule varies from 9 to 33 (mean 22). Those
embryos have a direct development, fedding on dissolved extra-vitelline substances.

The protein composition of the intra-capsular liquid is uniform in all stages
of the embryos development, with two constant bands in the electrophoresis
strips. The proteins and free aminoacids concentration varies with the different
stages. Among the aminoacids we found glutamic, aspartic and phenylalanine
as constant components.

The changes observed in the pre-hatching stage suggests that the capsule's
opening is essentially a chemical process.

Resumen

La puesta de Adelomelon brasiliana consiste en unos pocos huevos encerrados
en una ovicdpsula de considerable tamario, de forma ovoide. EI volumen de cada
cadpsula es, en promedio, de 77 mi y contiene entre 9 y 33 embriones (con una
media de 22). Estos embriones completan su total desarrollo y metamorfosis
dentro de |a ovicapsula, alimentandose de sustancias extravitelinas disueltas en
el liquido intracapsular.

La composicion en proteinas del liquido intracapsular es uniforme a través
de todos los estadios de desarrollo embrionario, con la presencia de dos bandas
constantes en |a corrida electroforética. Sin embargo la concentracion de proteinas
asi_ como la de aminoacidos libres varian segin las distintas etapas. Entre los
aminoécidos se encuentran glutdmico, aspartico y fenilalanina como componentes
constantes. Los cambios que se observan en el désarrollo en el estadio previo a la
eclosion indican que la apertura de la cépsula, que se produce en un sitio
predeterminado, es esencialmente un proceso quimico.
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