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RESUMEN

Se realizé una caracterizacién fenotipica de las hemoglobinas presentes en la sangre del teleésteo marino
Chaetodipterus faber en condiciones de cultivo en jaulas flotantes. La separacion de las hemoglobinas de 40
ejemplares se realizé mediante técnicas electroforéticas y se reveld la presencia de tres tipos de hemoglobinas
sefialadas como Hb I, Hb I1 y Hb III, para esta especie. También se separaron los componentes globinicos de
la hemoglobina Hb I, la cual resulté un tetramero compuesto por dos cadenas tipo alfa y dos cadenas tipo beta
sefialadas como a°, a® b* y bP respectivamente, con diferentes velocidades de migracion electroforética. La
diferencia entre el nimero de hemoglobinas encontradas en este estudio y la sefialada en un estudio anterior
permite sugerir que el desarrollo de estas hemoglobinas ocurre por cambios ontogénicos, los cuales podrian
estar relacionados con el cambio de habitat y con variaciones en las condiciones ambientales.

SUMMARY

A Phenotypic characterization of the hemoglobines of the marine teleost Chaetodipterus faber under
cultivation in floating cages was realized. The separation of the hemoglobines was done by electrophoresis.
Samples of 40 fishes revealed the presence of three types of hemoglobines, Hb I, Hb II, and Hb. Hemoglobin
Hbl is a tetrameter whose globinic components are two alpha-type chains and two beta chains, namely a*, ab,
be, and b®, all with ‘distinct migration velocities. The difference between the number of hemoglobines reported
here and those reported in a previous study suggest that the development of these hemoglobines takes place
along with ontogenetic changes, which could in turn be related to habitat changes and variations in
environmental conditions.
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INTRODUCCION

Los peces presentan una serie de estrategias y
mecanismos adaptativos que les permiten satisfacer
sus requerimientos fisiologicos. La multiplicidad
resulta de la combinacién de un pequefio nimero
de cadenas polipeptidicas en diversas formas para
producir un gran numero de componentes (Pérez,
1975). A este hecho se ha atribuido la multiplicidad

hemoglobinica en muchos peces tales como el
salmén Oncorhynchus nerka (Sauver y Harrington,
1988) y el teledsteo antartico Caygrodraeo
mansoni (Caruso y col., 1991) entre otros. La
afinidad por el oxigeno de los componentes hemo-
globinicos es fuertemente afectada por los cambios
en el pH y la temperatura. La disminucién del pH
causa una reduccion de la afinidad por el oxigeno
(Powers, 1972), mientras que las altas temperaturas
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disminuyen la concentraciéon de oxigeno disuelto, la
tasa metabdlica aumenta proporcionalmente y dismi-
nuye la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno.
Ante este problema, los peces han desarrollado
varias estrategias adaptativas como son: 1) migrar a
ambientes mas frios y aumentar la concentracion de
hemoglobina, como los demostré Cameron (1970) en
Largodon rhombooids y Mugil cephalus; o bien 2)
desarrollar hemoglobinas que no son afectadas por
cambios de temperatura, hecho demostrado por pri-
mera vez en el atin Thunnus alalunga (Rossi-
Fanelli y Antonini, 1960). La capacidad de captar y
transportar oxigeno de la hemoglobina difiere tanto
entre especies, como durante el desarrollo ontoge-
nético que ocurre en una misma especie.

Aln cuando se han estudiado numerosas fami-
lias de peces, cada dia aumenta la importancia de
conocer mejor las caracteristicas bioldgicas propias
de las especies con importancia comercial. Chaeto-
dipterus faber (Brossonet), cominmente conocida
como Paguara, es la unica especie de la familia
Ephippidae que habita en el Atlantico occidental
(Gémez, 1984). En el oriente de Venezuela, estos
peces se consumen en fresco y salados, son aptos
para el cultivo, llegando a alcanzar una talla de 90
cm y un peso de 10 kg (Cervigon y Gémez, 1987).
Los estudios hasta ahora realizados en esta especie
han permitido analizar el crecimiento y cultivo en
jaulas flotantes (Gomez y Larez, 1984), desove y
desarrollo embrionario larval (Goémez, 1984), pers-
pectivas de cultivo en el Caribe Sur y Noreste de
Sudamérica (Cervigdn y Goémez, 1987) y sus habi-
tos alimentarios, edad, crecimiento y reproduccion
(Haysse, 1990). Otras investigaciones realizadas
abordan el metabolismo de monoaminas en el
hipotalamo de juveniles (Marcano y col., 1995) y el
recambio serotoninérgico en el cerebro (Cardillo y
col., 1995).

En este estudio se realizé la caracterizacion
fenotipica de las hemoglobinas de Chaetodipterus
faber en condiciones de cultivo en jaulas. En los
peces, la presencia de hemoglobinas multiples con
diferentes afinidades al oxigeno se ha relacionado
con la capacidad para adaptarse a ambientes muy
variables (Pérez, 1986; Brittain, 1991). El cono-
cimiento detallado de las hemoglobinas multiples de
la Paguara podria ser de gran utilidad para su
manejo como especie de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares de C. faber se obtuvieron de
una reserva de cultivo en jaulas flotantes 2 m-
suspendidas a 1.5 m de profundidad, ubicadas en la
Estacion de Investigaciones Cientificas Marinas
(FUNDACIENCIAS) en Mochima, Estado Sucre.

El estudio se realizo en 40 ejemplares juveniles
con una longitud total y peso promedio de 142 mm
y 131 g, respectivamente, mantenidos en cautiverio
desde su nacimiento bajo condiciones ambientales
optimas (pH 8.2; oxigeno disuelto 8.1 mg/l; sali-
nidad 37%o; temperatura del agua 24°C). Cada pez
fue anestesiado con MS222 (acido etil-ester-3-
aminobenzoico, 100 mg/l) en agua de mar y se le
extrajo la muestra sanguinea mediante puncion
cardiaca usando jeringas de 3cc previamente lava-
das en citrato de sodio al 5%. Las muestras se
colocaron en viales rotulados de plastico, se les
afladio 0.5 ml de citrato de sodio al 5% y se
almacenaron a 4°C durante su traslado al labo-
ratorio, donde posteriormente se analizaron. Para la
obtencién de las hemoglobinas se lavé cada mues-
tra sanguinea tres veces con cloruro de sodio al
9% en partes iguales y se centrifugé a 3.500 r.p.m.
durante 15 minutos, descartandose el sobrenadante
mediante aspiracion. El residuo de células rojas
(sedimento) fue lisado con tetracloruro de carbono
y centrifugado para obtener como sobrenadante la
porcion de hemoglobina pura.

El fenotipo electroforético de cada hemoglobina
se determiné mediante electroforesis horizontal en
membranas de acetato de celulosa en Buffer
Barbital Sédico (Tris barbital sodio Helene labora-
torio) a pH 8.6 y con placas de agar citrato en
Buffer citrato (0.005 m) a pH 6.2 conducido a 150
voltios, 8 mA durante treinta minutos y a 100
voltios, 47 mA durante sesenta minutos a tempe-
ratura ambiente, respectivamente, segin describen
Robinson y col. (1957). Para la coloracion de las
bandas separadas se utilizd Rojo Ponceau al 3%.
La identificacién de las cadenas globinicas se
realizd por separacion electroforética del bemolizado
(para romper los enlaces intra-globinicos), tratado
con b-mercap-toetanol en acetato de celulosa y
Buffer Tris-EDTA-Borato (EDTA Acido 0.0063
mM, Acido Bérico 0.0005 Mm, Trisma base 0.009
Mm) a pH 8.6 y corrido a 100 voltios y 47mA
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durante sesenta minutos. Las hemoglobinas sepa-
radas y eluidas del acetato se trataron individual-
mente con b-mercap-toetanol en partes iguales y
finalmente se sometieron a electroforesis en mem-
branas de acetato de celulosa en buffer Tris-
EDTA-borato-urea (0.007 Mm) con b-mercaptoetanol
conducida durante 60 minutos a 300 voltios y 3-6
mA. Se utilizaron controles humanos AS, SS y A
para la identificacién de las cadenas globinicas en
el fenotipo electroforético obtenido, segun meto-
dologia descrita por Bucci y Fonticelli (1965).

RESULTADOS

Los patrones electroforéticos obtenidos en el
estudio hemoglobinico de 40 ejemplares de Chaeto-
dipterus faber revelaron la presencia de tres tipos
de hemoglobinas denominados Hb I, Hb II y Hb
III (Figura 1). Las tres bandas hemoglobinicas
mostraron un comportamiento de migraciéon anddico
igual en las corridas electroforéticas realizadas con
el buffer barbital sédico y Tris-EDTA-Borato a
pH 8.6 (Figura 1 A y B) y un comportamiento de
migracion catédico en la electroforesis con el
buffer citrato a pH 6.2 (Figura 1C). Sélo se logrd
separar los componentes globinicos para la hemo-
globina sefialada como HbI, la cual mediante identi-
ficacion con los patrones humanos empleados, es
un tetrdmero compuesto por dos cadenas tipo alfa
(o) denominadas £, +* y dos cadenas beta (f3)*,
? (figura 1D), todas con un comportamiento
migratorio anddico.

DISCUSION

Este estudio permitié evidenciar multiplicidad
hemoglobinica en juveniles de Chaetodipterus
faber con un total de tres hemoglobinas. Algunos
autores (Pérez y MacLean, 1976; Pérez, 1986,
Landidni y col., 2002) evidenciaron que en muchas
especies de peces las diversas hemoglobinas pre-
sentan diferencias funcionales, lo cual hace suponer
que estos pigmentos respiratorios representan una
estrategia adaptativa a la vida acudtica. Segun
Pérez y MacLean (1976), los organismos acuaticos
que estan sujetos a cambios en la concentracion de
oxigeno disuelto pueden responder a ellos de tres
formas: modificando los niveles de hemoglobinas

circulantes; modificando las proporciones de hemo-
globinas multiples (mediante un aumento en la
concentracion de la que mejor funcione en la nueva
situacion ambiental); o bien modificando la afinidad
por el oxigeno en las hemoglobinas multiples segiin
cambien las condiciones de pH, niveles de electro-
litos o concentracion de organo-fosfato sanguineo.
Sin embargo, los trabajos de Guillén y Riggs (1972,
1973) no concuerdan con esta explicacion ya que
estos autores no hallaron diferencias funcionales en
las hemoglobinas de Cyprinus carpio cyanogu-
ttatum. Kimura (1989) sostiene que en algunas
especies de peces, las hemoglobinas multiples son
ejemplos de mutaciones neutrales que han sido
fijadas por deriva genética. En un estudio de espe-
cies silvestres, Pérez y Rylander (1985) reportaron
a C. faber como un pez de habitat marino, res-
piracion branquial y con cinco hemoglobinas. Segin
Pérez (1975) las bandas multiples separadas por
electroforesis pueden surgir de varias formas pero
no necesariamente representan hemoglobinas mul-
tiples, sino que pueden ser compuestos producidos
durante la preparacion de las muestras o separa-
ciones. Sin embargo, la diferencia entre el nimero
de hemoglobinas observado en C. faber y el
encontrado en el presente estudio permite inferir el
desarrollo de estas hemoglobinas por cambios onto-
génicos de la especie posiblemente relacionados con
el cambio de habitat, disponibilidad de oxigeno en el
medio y variaciones en las condiciones ambien-
tales, como lo sugieren Pérez y col. (1995). Wilkins
e Illes (1966) reportaron resultados similares en el
arenque Clupea barenques y encontraron dos
hemoglobinas en juveniles, tres en adultos de 4
afios y cinco en adultos de mas de 4 afios. En el
salmoén Oncorhynchus nerka, Tsuyubi y Ronald
(1971) evidenciaron que los adultos poseian seis
hemoglobinas y los juveniles sélo cinco. Pérez y
MacLean (1974) hallaron que los adultos de Rutilus
rutilus 'y Scordinus erythophthalmus poseen dos
hemoglobinas y tres los juveniles.

La presencia de cuatro cadenas globinicas en la
HI de C. faber encontradas en el estudio, indica
la expresién de al menos cuatro genes que codi-
fican la hemoglobina de esta especie, dos alfa (o®
y o) y dos beta (3* y B°). Es posible que las otras
dos hemoglobinas (Hb II y Hb III) de la especie
sean el resultado de una combinacién de estas
cuatro cadenas. En el caso de la Hb IIl, quizas las
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Figura 1. Fenotipo electroforético de las hemoglobinas de Chaetodipterus faber. (A) muestras sanguineas (1-8) en
buffer barbital sédico a pH 8.6. (B) Hemolizado sanguineo (1-8) en buffer barbital sodico a pH 8.6. (C) Hemolizados
sanguineos (1-8) en buffer citrato pH 6.2. (D) Cadenas hemoglobinicas: 1, 2 y 4 controles humanos, 3 hemoglobina
1 C. faber; 5y 6 Hemoglobinas Il y IlI C. faber. (+): Anodo; (-): catodo; (-): direccion de migracion; (0): origen de
corrida; (+): cadena hemoglobinica tipo alfa (a); (*): cadena hemoglobinica tipo beta ([3).
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dos cadenas alfa (o) y las dos beta () son lentas,
lo que explicaria su poca movilidad anddica a pH
8.6 y su mayor movilidad catodica a pH 6.2. La
hemoglobina Hb II podria estar constituida por dos
cadenas o lentas y por una [3 rapida y otra lenta o
viceversa, lo cual conferiria esa migracion inter-
media entre Hb I y Hb III. En Fundulus
heteroclitus (Mied y Powers, 1987) se presentan
dos hemoglobinas compuestas por dos subunidades
o y dos subunidades 3 cada una, formando cuatro
cadenas globinicas diferentes. En esta especie, la
hemoglobina I es un homotetramero compuesto por
las cuatro cadenas a* y dos cadenas [3°; la hemo-
globina IV es también un homotretramero pero
compuesto de dos subunidades (a*y dos B°), las

hemoglobinas II y III son heterotetrameros com-
puestos por las cuatro cadenas. En Anguilla
Japonica, Takashi y col. (1980) determinaron seis
tipos de hemoglobinas constituidas por tetrameros
asimétricos de tres tipos de cadenas globinicas (c,
B y v). En Catastomus clarkii se reportaron doce
isohemoglobinas compuestas por dos cadenas alfa
of y o) y cuatro cadenas beta (B*, B°, B°y B9).
Tamburini y col., (1992) senalan que aun cuando la
composiciéon de aminodcidos de las distintas cade-
nas de hemoglobinas son significativamente dife-
rentes, los grupos terminales de las cadenas ho-
mologas son idénticas y precisamente ésta es la
diferencia que confiere una funcién fisioldgica
importante a la hemoglobina.
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