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ESTUDIO DE PATRONES PROTEICOS DE Acartiu sp. y Labidocera sp. POR
ELECTROFORESIS DE POLIACRILAMIDA

Washington Cardenas' y Maria Auxiliadora Bonilla’

RESUMEN

|.os procesos fisico-quimicos y biologicos en los sistemas pelagicos juegan un papel importante en el estudio
de la oceanografia biologica, de tal manera que s importante establecer identificaciones conliables de los
organismos en estudio para poder entender la interaccion de dichos lactores en la dinamica poblacional. Los
géncros Acartin sp. y lLabidocera sp. pertencen al grupo de copépodos que dominan la biomasa
zooplancténica en el sistema del Golfo de Guayaquil, importante por su alta diversidad y abundancia
biolégica. Sin embargo, poco o nada se¢ conove sobre la caracterizacion genética o proteiva de estas especies,
lo que hace lento y dilicil los estudios poblacionales de estos organismos, In este estudio, s¢ caracterizaron
los patrones proteicos de los géneros Acartia sp. y Lahidocera sp. por medio de un gel de poliacrilamida en
condiciones denaturalizantes y reductoras. Con esta técmica de electroforesis se pudo identilicar bandas
proleicas comunes y especilicas a los géneros seleccionados. Esle método constituye la posibilidad de
desarrollar técnicus inmunoquimicas cuantitativas de identificacion de mayor versatilidad que las técmicas
hasadas en morfologia.

LINTRODUCCION sp. dominan la biomasa zooplanctonica en la
¢poca seca (verano) en cl PPw. El Morro,
Cieneral Villamil Playas (Gollo de Guayagquil),

Acartic sp. es una especie que ciantitativamente

Los  organismos zooplanctonicos S0

importantes  pastoreadores  de  la blamasa

fitoplanctonica vy son un nexo  entre  los
productores primarios y los mas altos niveles
roficos en el océano {(Crawlord, 1995) los
copépodos son los organmismos mas abundantes
deniro del zooplancton, importantes por ser los
consumideres  primarins  mas  numeroses,
consumidores de detritus organicos, presas de
numerosos  peces  planctofagos  (arengue,
anchoita, sardina., corvina, enilre  otros),
indicadores de masas dc agua, hospederos
intermedios de parasitos, baclerias, virus, ¢
idicadores de ¢alidad de agua (Boltovshoy,
1981}, Los copépodos dcarfia sp. y Labidocera

pcupa el segundo lugar en nimero enre los
copépodos, v se encuentra presente durante todo
el ato (Arcos y Marlinez, 1986). Fsto implica su
importancia alimenticia para peces de inlerés
comercial.

La distribucién poblacional de los copepodos en
el Golfo de Guayaqguil puede verse afectada por
factores fisicos de diferentes escalas de tiempo
como son las marcas, temperatura, salinidad,
turbidez, entre otros. En algunos casos, puede
ser que patrones climaticos que regularmente se
repiten,  generen  fluctuaciones  hiologicas
cielicas, ain no conocidas dentro de  estas
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especies. Estudios poblacionales en especies de
zooplancton especialmente copépodos ain no
estan definidos,

El ,estudio del zooplancton, incluyendo a los
copédodos, requiere de una labor inlensa de
muestreos ¥ de personal entrenado que pueda
diferenciar las diversas especies basados en la
morfologia caracteristica de  cada  grupo
taxondmico. A pesar de ello, debido a la
similitud de diferentes especies genéticamente
diferentes, errores de identificacion pueden ser
comunes, ademis, con los estudios actuales no
se puede inferir nada sobre el estado fisioldgico
de los organismos. Es necesario entonces,
desarrollar un método rapido y conliable para el
procesamiento e identificacién de muestras
zooplanctonicas, y que pueda prescindir de
personal  altamente tecnificado  para  poder
adaptar dicha tecnologia a labores de campo,

Técnicas moleculares como la  reaccidn en
cadena de polimerasa (PCR), asi como la
determinacion  de  antigenos  especilicos
utilizadas en especies de cualquier filum pueden
ser utiles para la identificacion de especies con
mayor rapidez y precision, asi como para
estudios de distribucion, diversidad, biologia
reclutamiento  de especies de importancia
comercial {DelLong and Ward, 1992),

En este articulo se deseriben los resultados
preliminares en el desarrollo de una técnica
inmunogquimica  para la identificacion  del
zooplancton. Dos géneros de copépodos fucron
seleccionados (Acartia sp. v Labidocera sp.)
para el estudio de sus patrones proteinicos por
medio de la electroforesis de poliacrilamida, La
identificacion de proteinas especificas a cada
género  permitivd conocer la  factibilidad de
elaborar  anlicuerpos  que  reaccionen
especificamente contra antigenos de cada género
en muestras heterogéneas de zooplancton, y por
lo tanto, su identificacion,

2. MATERIALES Y METODOS

El plancton fue colectado en el Canal del Puerto
El Morro-General Villamil Playas (Guayas,
Ecuador). El muestreo se realizd por la madiana,
con una red conica simple de 30 cm de

REVISTA TECNOLOGICA 16

didmetro, 1 m de largo, v 300 p de apertura de
poro de malla. Los arrastres fueron verticales
de 27 m de profundidad hasta la superficie, Las
muestras se mantuvieron refrigeradas con hielo
hasta llegar al laboratorio donde fueron
procesadas,

En el laboratorio se separaron los copépodos
presentes  on  las  muestras  utilizando un
gslereomicroscopio, una cdmara de Bogorov y
pipetas  de transferencia, Después de la
seleccion inicial, los copépodos se separaron a
nivel de género, Los géneros seleccionados
fueron Acartia sp. y Labidocera sp.

Una wvez seleccionados los dos géneros de
copépodos, los animales fueron lavados del agua
natural con un buffer salino (BS) de la siguiente
constitucion; 30 mM Tris, 428mM NaCl, 10
mM EDTA, pH 7.5. El lavado se efectud
mediante centrifugaciones de | min, a
temperatura ambiente, v, 700 g. Al final del dia
se abtuvieron tres tubos con cada uno de los
géneros anles mencionados, vy un tubo con
muestra heterogénea de zooplancton, todos en
BS. Los tubos fueron congelados a  -20 °C
hasta el dia siguiente,

Los tubos fueron descongelados vy se les
adiciond a cada uno alrededor de 100 mM de
Phenylmethylsulfonylfluoride  (PMSF)  para
inhibir la accion de proteasas, Los tubos fueron
congelados nuevamente, pero en nitrdgeno
liguido. Las muestras se sometieron a varios
ciclos de congelamiento y descongelamiento
para asegurar una buena liberacion del material
intracelular de los organismos. Al linal de los
ciclos de congelamiento, los tubos fueron
descongelados y centrifugados a 14.000 g por 30
min y a -20 °C. Los sobrenadantes obtenidos
fueron tranferidos a nuevos tubos eppendorf de
1.5 ml Los pellets restantes  fueron
resuspendidos en 0.5 ml de buffer alcalino (BA)
con la siguiente constitucion: 30 mM Tris-HCI,
20 mM B-Mercaptoethanol, 10 mM EDTA, 0.2
% dcido ascorbico, pH 7.5. Los tubos fueron
centrifugados como se menciond anteriormente
¥ cada sobrenadante se incorpord al respectivo
sobrenadante  obtenido en  BS. Los
sobrenadantes  de  Acartia, Labidocera vy
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plancton fueron precipitados con acetona fria (-
20 °C) con un cociente acetona: sobrenadante de
5. La precipitacion se la llevd a cabo a <20 °C
por dos horas, luego de lo cual se procedid a una
centrifugacion similar a la descrita arriba. La
acetona fue decantada y el pellet obtenido se
dejb secar a temperatura ambiente. Después del
secado, ¢l pellet fué resuspendido en BA y
congelado a -20 °C hasta su posterior uso, A esta
fraccion se la denominé S 1.

Los pellets restantes de S 1 fueron lavados 3
veces en BA con centrifugaciones de 14000 g
por 30 min v a <20 °C. Al final del lavado, los
pellets fueron resuspendidos en BA conteniendo
Triton X-100 (0.2% concentracién final). La
extraccion con Triton fue realizada a 4 °C, toda
la noche, Al dia siguiente las muestras fueron
centrifugadas como se indicd arriba vy el
sobrenadante fue precipitado con acetona de
igual manera que S 1, a esta fraccion se la
denomind S 2.

Los pellets restantes de S 2 fueron lavados 3
veces en BA con centrifugaciones de 14000 g
por 30 min y a -20 °C, Los pelletes fueron
resuspendidos en BA vy congelados hasta su
posterior uso. A esta fraccion se la denomind
M.

Las proteinas en S 1, S 2, vy, M fueron resueltas
en un gel discontinuo de poliacrilamida en
condiciones denaturalizantes y reductoras como
¢ describe en Laemmli (1970). El gel de
separacion de poliacrilamida tenia un gradiente
de 4 a 20 %, La electroforesis se corrid en un
aparato Protean 11 xi (BioRad, Hercules, CA,
U.S.A.). Las banadas proteicas en el gel fueron
tefiidas con una solucidn al 0.1% de coomassie
blue R-250 (SIGMA, St. Louis, MO, USA) por
dos horas, con continua agitacion,

Un marcador proteico de amplio rango de peso
molecular (BenchMark Protein Ladder, Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) fue
cargado en el gel junto con los extractos de los
copépodos para poder estimar el peso molecular
de las diferentes bandas proteicas.

3, RESULTADOS

En la figura la y b se muestran ejemplos de los
geéneros de copépodos usados en la presente
investigacion, Estos géneros fueron elegidos
por su gran abundancia en las muestras de red,
lo que es ventajoso para realizar el estudio
preliminar de los patrones proteicos.

Figura 1.- Microfotografia de copépodos representativos empleados en este estudio; a) Labidocera sp.;

b) Acartia sp
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Aunque no se pudo cuantificar la concentracion
de proteinas presentes en los extractos de los
organismos por ¢l método de Bradford (SIGMA,
St. Louis, MO, EE.ULL), las bandas proteicas
obtenidas después de la electroforesis de
acrilamida fueron bastante evidentes, véase la
Figura 2. Como se puede observar en dicha
figura, los patrones proteicos muestran varias
bandas de amplio rango de peso molecular, de
mayor a 200 kDa y menor a 10 kDa.

Los extractos S 1 en todas las muestras dieron
una buena cantidad de bandas proteicas, Figuras
2a, d, y g lo que contrastd con las pocas bandas
que se obtuvieron en los extractos 5 2 de las
muestras de plancton y Labidocera sp., pero no
de Acartia sp., Figuras 2b, e, y h. En todos los
extractos M se obtuvo una gran cantidad de
bandas proteicas, Figuras 2¢, fy i.
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Figura 2.- Gel de pollacrilamaa
(gradiente de 4 a 20%) en condiciones.
denaturalizantes v reductoras: a
proteinas de plancton (S 1) extraidas
en BS y BA (vea métodos); b}
proteinas de plancton (S 2) extraidas

en BA mds 0.1% Teiron XJ00 t‘J
proteinas de plancton (M) a.m'afdﬂg"
con SDS presente en el byffer de
cargado de la eleciroforesis,

I8

proteinas  de  Labidocera (8§
extraidas lgual que en a): ) ﬂmwi'ﬂml
de Labidocera (S 2) simliares a b); f)

proteinas de Labidocera (M) similar a
di; @) proteinas de Acartia (8 1)
similares a a); h) proteinas de Acartia
(S 2) similares a b); proteinas da,l
Acartia (M) similares a d). Flechas en
d vy [ denotan proteinas especlficas
para Labidocera de 125.3, 71,3, y 37.4°
kDa, Cabezas de flecha en h e |
denotan  proteinas especlficas  para
Acartia de 68.5, 56.6, v 47.7 kDa. B}
asterisco denota una banda comiin
para ambos géneros de 44,2 kDa. Mes:
el marcador de peso molecular.,

En los extractos S 1, § 2, o M se pudo
identificar  algunas bandas  proteicas,
aparentemente especificas para los generos
Labidocera sp. vy Acartia sp. Para el primer
género se identificaron tres bandas de 125.3;
71.3, y 37.4 kDa. Para el segundo género se
identificaron bandas de 68.5, 56.6, y 47.7 kDa,
véase la Figura 2.  Una banda conspicua,
presente en todas las muestras, mostro un peso
de 44,2 kDa,

4. DISCUSION

La metodologia desarrollada en el presente
reporte para |a obtencion de patrones proteicos
de copépodos, por medio de la electroforesis de
poliacrilamida, mostré ser efectiva.  Se obtuvo
un gran nimero de bandas, ya sea de proteinas
solubles o asociadas a membranas, El aumentar
el nivel de complejidad en la obtencién de los
extractos proteicos (S 1, S 2, y M) nos ayudard a
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recopilar  mayor informacién  sobre alguna
proteina de interés. Proteinas solubles estarin
asociadas, por lo general, a organismos vivos o
estructuralmente intactos. Por otro lado, las
proteinas asociadas a membranas, especialmente
aquellas con alguna ligacidon al exoesqueleto,
tendrin mayor permanencia y podran  ser
detectadas en organismos muertos o en restos de
éste,

Aunque el estudio evolutivo de diversas
especies se puede verificar con mayor precisidn
utilizando la genética molecular (Delong and
Ward, 1992), la similitud de los patrones
proteicos de Labidocera sp. v Acartia sp.,
implica que esta téenica es capaz de discernir
grupos taxondmicos similares, Por otro lado, la
deteccion de bandas especificas a los géneros de
Labidocera sp. (125.3, 713, y 374 KkDa) y
Acartia sp. (68.5, 56.6, vy 47.7 kDa), sugiere que
pruebas inmunoquimicas pueden ser
desarrolladas para la identificacion de estos
organismos  en  muestras  heterogéneas  de
zooplancton, La presencia de una banda de gran
intensidad, comin a los dos géneros estudiados
(44.2 kDa), ofrece la posibilidad de inmuno-
identificacion de estos organismos a nivel de
grupo, de acuerdo al tipo de investigacion que se
esté llevando a cabo,

Técnicas inmunoguimicas ya han sido utilizadas
para el estudio de pastoreo del zooplancton por
post-larvds del calamar Chokka (Venter er af,
1999). Inmunoensayos han servido también en
estudios de predacion de bivalvos por crusticeos
en el mar de Wadden (Van Der Veer ef al,
1998)., Esto quiere decir que los ensayos
inmunoguimicos pueden ser una herramienta
invaluable, no solamente para la identificacidn
del zooplancton, sino también para estudios de
dindmica poblacional en diferentes niveles
troficos.

En otros aspectos de la ecologia de sistemas
acudticos, la inmunogquimica puede ser atil en la
identificacion de dinoflagelados {Lopez-Rodas
and Costas, 1999), Esto tiene especial interés en
ambientes estuarinos donde el crecimiento
acelerado de especies nocivas puede ocasionar

la muerte de la fauna presente, y por lo tanto un
Octubre 2000

fuerte impacto en las actividades comerciales
que se derivan de la explotacion de los recursos
que ofrecen estos ccosistemas  (Burkholder,
1998).

En conclusion, los resultados prelimares
presentados en este articulo ofrecen fuertes
argumentos a favor del desarrollo de téenicas
moleculares, a nivel proteémico, para la
identificion de copépodos. El estudio de los
patrones  proteicos, por medio de la
electroforesis  de  poliacrilamida, junto  con
ensayos inmunnoquimicos pueden dar un gran
impulso tecnologico a la forma en que las
investigaciones de ecosistemas acuiticos se han
venido desarrollando historicamente, Ademas,
estos métodos ofrecen mayor versatilidad en su
uso de campo vy son de relativamente menor
costo  comparado a téenicas de  genética
maolecular,
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