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Abstract 

It has been possible to obtain proteic pattern from few cells 

by using polyacrylamide gradient gels (0 .25- 0 . 27 mm in diameter) . In 
-10 this gels, amounts of protein down to 10 gr can be detected with Coo 

massie Blue R 250. 

Proteic pattern from oocyte extracts have been performed on 

two development phases: primary vitellogenesis and secondary vitelloge­

nesis . We stated the existence of two groups of specific proteins in the 

oocytes . The first is very slow and its composition, at the present, 

is unknown. The second exhibit positive reaction with the Black Sudan B. 

This suggest an lipoproteic character and its possible likeness with 

vitelline proteins , previously characterized in others groups . 

Introducció 

L' estudi de la composició i natura del vitel . lus als crusta­

cis va estar iniciada per Frentz (1954 , 1960) utilitzant tecniques elec­

troforetiques en l ' estudi de l'hemolinfa de un cranc (Carcinus maenas), 

distingint tres fraccions i caracteritzant una d'elles com exclusivament 

femenina . Meusy et al. (1969) arriben a uns resultats semblants treba­

llant amb amfípodes i d'altres autors ho fan amb diferents grups allu­

nyats filogeneticament . Picaud (1980) identifica el lloc de síntesi de 

la vitel . logenina, en els crustacis , situant- lo en el teixit adipós, ca 

racteritzant alhora la proteina. 

Amb aquest treball hem intenta~ la posta a punt de certes 

tecniques electroforetiques, per tal d'estudiar les proteínes especi­

fiques del gamete femení en els copepodes, grup que afeigeix al inte­

res de la seva desconeixen~a , la dificultat material i tecnica que re­

presenta el seu tamany (1 . 0- 1 . 5 mm de llargada) (fig . l). 

Material i metodología 

L'especie en estudi és l'Acanthocyclops robustus, recollit 
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a les llacunes del Delta de l ' Ebre . 

Basats en les conclusions de una analisi morfol ógica anterior 

i mitjan9ant l'índex núcleo- citoplasmatic o bé el diametre cel . lular 

(fig. 2), es poden separar , amb un grau alt de fiabilitat , els dos esta­

dis esmentats anteriorment i situar- los anat ómicament, en dues regi ons 

ben definides del animal . Així , els oocits en vitel . l ogenesi primaria es 

traben , fonamentalment, a la part anterior del oviducte (fig . 3) i en u­

na posició més dorsal que no pas els oocits en vitel. logenesi secunda­

ria , que ocupen la regió poster ior de l 1 ovi ducte , éssent aquesta més 

ventral (fig . 4) . 

Els dos grups d'oocits , homolegs respect e el seu grau de ma­

duració, són separats sota lupa , i, manipulant- los amb una micr opipeta, 

són rentats dues vegades en aigua desioni tzada i homogenitzats en 2 . 5 pl 

de la mateixa a i gua, deixant- los a 4°C durant una hora , afeigint- l i a 

continuació un volum igual de ClNa 0.8 M, pera solubilitzar les lipo­

proteínes (Picaud , 1980) . Per tal d'estabilitzar la mostrase l i afei­

geix , optativament , glicerol f ins a una concentració final del 50%. 

Els gels d ' "hemolinf a 11 han estat obt inguts per rentat dels 

ani mals , un cop ha estat oberta l a cutícula i f eta una punc i ó dorsal , 

amb tampó fosfat s pH 7 . 2 , fent servir el preparat i nmediatament. 

La técnica electr oforetica és , basicament , la descr ita per 

Rüche l et al . (1973) . Els gels són polimeritzats en tubs de 5 ).11 de ca­

pacitat (corning Glass) i la constitució del microgradient és aconsegui­

da mitjan9ant les forces de capil.laritat , al difondre , di ntre del mateix 

tub , dues solucions de diferent densitat , que donen , en el nostre cas 

una Tmax. del 40% . El tampó del gel és tris- sulfúrica un pH de 8 . 6 , 

mentre que el de les cubetes de desenvol upament és de tris- glicina a 

un pH de 8.2 . 

La comprovació densitométrica de la difusió de les solucions 

mitjan9ant un colorant afeigit a la segona solució , permet deduir una 

bona linearitat en el gradient del gel , arribant- se quasi a un 2% en 
1 

l'extrem superior . 

La mostra , a la que se liafeigeix previament una petita gota 

de blau de bromofenol al 1%0 , és introduida en el capil . lar mitjan9ant 

una micropipeta. 

L'electroforesi és desenvolupada amb una font d'alimenta- ­

ció Pleuger CVC- E, éssent el camp electric aplicat de uns l00V/cm de 
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llargada de gel. Posteriorment, i manipulant el capil.lar amb pinces, 

per tal de no afavorir l a difusió , es treu el gel amb un filferro de diá 

metre adient , passant a tenyir-ho amb una solució de Coomassie Blue R 250 

al 0 . 4% en metanol:ac. acétic:aigua (6:1 : 4) , destenyint- lo ambla matei 

xa solució sense colorant , i conservant els gels en ac . acétic al 7%. 

La detecció de grups glucídics a les proteínes ha estat feta 

mitjangant la tecnica del P . A. S . descrita per Zachaius et al . (1969) . 

perla detecció de grups lipídics hem utilitzat la tecnica 

del Sudán B, descrita per Chippendale i Beck (1966) . 

Resultats i discussió 
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a) "hemolinfa" mascles; b) "hemolinfa" femelles; c) oocits vitel.loge­

nesi primaria; d) oocits en vitel . logenesi secundaria ; e) posta · 

Els patrons electroforétics provinents de les extraccions 

"hemolinfatiques" , mostren coma única diferencia detectable la banda 

( - ) que apareix en el corresponent a la femella . Aquesta fracció és 

155 



156 

relativament lenta, la qual cosa fa suposar, en principi , un gran pes 

molecular. Aplicant als gels la tecnica del Negre Sudán B dóna positiu , 

pero no així ambla tecnica del P.A . S. 

Els gels corresponents a les diferents etapes en que estro 

ben els oocits , tenen en comú lapresencia de la banda ja esmentada , pe­

ro la seva tinció és molt feble, i apareix una altra , lleugerament més 

mobil , que presenta un baix contrasta l'estadi de vitel.logenesi pri­

maria, pero en els altres estroba, relativament,en una proporció més 

alta . El comportament d'aquesta , enfront les preves pera determinar el 

carácter lipoproteic o glucoproteic és exactament igual a l anterior, i 

són les úniques que reaccionen posi tivament front el colorant lipídic. 

Juntament ambla no deteccció d'algunes bandes, hi ha l'a­

parició de dos grups als extrems dels gels . Un d ' ells , el més lent ( • ) , 

es concreta en dues fraccions, mentre que l'altr e , extraordinariament 

rapid , és mult iple ( -. ) . 

Elmetode de treball s ' ha demostrat extraordinariament sensi 

ble , donat que en un test paral . lel, hem arribat a detectar , sense variar 
- 10 la técnica de tinció , una quantitat estimada de 5xl0 gr de proteína per 

banda , cosa que el fa molt útil per l ' analisi de mostres desconegudes . 

Per un altre costat, l'obtenció del gradient és molt senzi­

lla , de manera que per una mostra totalment desconeguda , com era el cas 

present , pot utilit zar- se rutinariament. Sense fer separacions previes 

s'ha demostrat (Sprinz et al ., 1975), que es poden detectar conjunts m~ 

leculars que només difereixin en un 1% del seu pes i , per una única mos 

tra , aquest pot estar compres entre 103 i 106 Daltons . 

Una darrera ventatja és el curt temps que es necessita per 

el seu desenvolupament , donat que tot el procés no triga més de 30 minuts . 

Aixó és degut a la possibilitat d'aplicar grans camps electrics , en fun­

ció de la relació superfície/volum, que normalment és molt alta, afavo­

rint la dissipació de la calor. 

Respecte els patrons d ' electroforesi, les dues bandes que~ 

pareixen en els oocits i que una d'elles , també , és present al correspo­

nent de l'hemolinfa de la femella , sembla que són equiparables a les 

descrites per Picaud (1983) i que identifica com la vitel . logenina i la 

vitel.lina . La semblan9a establerta es pot basar en la seva , aparent , m~ 

bilitat; la reacció positiva al Negre Sudán B i la relació de tinció e~ 

tre ambdues en els diferents estadis de la maduració , s'interpretaria 



com que l a banda més lenta correspondria al precursor (vitel . logenina ) 

del producte oocitari més important quantitativament (vitel . lina), que 

seria la més rapida. Així semblaria que el model exposat en aquell tre­

ball també tindria una correspondencia amb el modelen estudi, en el se~ 

tit de que el precursor seria extraoocitari (sola presencia a l'hemolin­

fa) i passaria a l'interior del gamet , per ésser, finalment, minoritari , 

mentre que el seu producte es trobaria en una situació inversa , ésa dir, 

majoritariament en els oocits de posta . 

Malgrat totes aquestes coincidéncies, l'autor abans esmentat 

demostra que les dues fraccions són glucolipoproteínes, i que , per tant , 

reaccionen ambla tecnica del P . A. S. , mentre que per nosaltres la reac­

ció glucídica sempre ha estat negativa. 

Respecte l es bandes que apareixen en els dos extrems del gel, 

sembla que siguin relacionades. Les més lentes , perla seva posició han 

de ser de Pm . molt alt, i per referencies anteriors , encara no ha estat 

comprovat en aquest cas , podrien correspondre a entitats macromoleculars 

nucleoproteiques. Aquestes són extraordinariament evidents en els oocits 

en vitel.logenesi primaria , i justament és una etapa de gran activitat 

nuclear amb molts elements que passen unidireccionalment nucli- citoplas­

ma , comes manifesta ultrastructuralment . 

Al gel corresponent a la posta, aquestes bandes lentes són 

practicament imperceptibles, mentre que apareixen d'altres amb una alta 

mobilitat i que podrien ser l ' expressió de la reestructuració o allibe­

rament de petits paquets o subunitats al citoplasma , donat que aquestes 

cel . lules són oocits fecundats . 
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"Fig.l. A. robustus, vista dorsal. 

Fig . 2 . Distribució de les dues poblacions oocitaries en relació l 'índex 

nucleo- citoplasmatic . 
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Fig.3 . Tall sagital . ov, ovari; ol, oocits en vitel . logenesi primaria; 

I, intestí. x2600. 

Fig . 4. Tall sagital . o2 , oocits en vitel . logenesi secundaria ; I , intestí . 

x2600 . 




