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Biodegradacion de crudo de petroleo en el mar: accidente del
Prestige y aportaciones de la biotecnologia ambiental
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Vertidos de crudo de petrdleo

os hidrocarburos son componentes naturales

del agua de mar, producidos en la actualidad
por el fitoplancton y el zooplancton, alcanzando
concentraciones promedio entre 1 y 10 ppb (ug/l).
Su presencia también puede ser consecuencia de
vertidos naturales de pozos de petréleo submari-
nos y ser el resultado de la actividad humana. Se
calcula que algo menos de la mitad de los hidro-
carburos que llegan al mar provienen del trans-
porte o explotacién industrial del petréleo. Sin
embargo es este ultimo aspecto el que ha llamado
mas la atencion, tanto para el publico en general,
como para los cientificos. Los accidentes provoca-
dos por las actividades humanas en zonas coste-
ras pueden suponer grandes catastrofes ecoldgi-
cas por su impacto sobre la biota marina y pueden
tener también grandes repercusiones sociales y
econdmicas. El efecto es muy diferente segun se
dé en alta mar o en la zona litoral. Por otra parte,
los oceandgrafos consideran que los hidrocarbu-
ros del petréleo no tienen efectos negativos a largo
plazo sobre la biota marina, y son pocos los ejem-
plos en los que se puede demostrar estos efectos
en plazos superiores a los 10 afios. La razén que
se arguye es que los hidrocarburos son una fuen-
te de energia metabdlica para bacterias y anima-
les (de forma independiente o en asociacién con
bacterias en sus tractos digestivos). Al ser el crudo
de petréleo un producto natural, no ha de extra-
far que algunas bacterias hayan evolucionado
adquiriendo rutas metabdlicas de mineralizacion
de sus componentes. Incluso la presencia de bac-
terias degradadoras de componentes del petréleo
se puede tomar como un indice de la contamina-
cion, porgue sus ndmeros se incrementan varios
O6rdenes de magnitud cuando se da un vertido de
petroéleo.

La secuencia en la eliminacidon natural de un
vertido de crudo de petréleo es: (1) La desapari-
cion de volétiles en horas o dias; éstos son los mas
téxicos y al mismo tiempo los mas faciles de mine-
ralizar por las bacterias. (2) Durante el primer afio
se alcanza el maximo de la degradacion bioldgica
y al cabo de 4-6 afios acostumbra a ser dificil

detectar la contaminacion. Es el resultado de la
actuacion de comunidades microbianas sobre los
componentes del crudo en un ambiente de carac-
teristicas variables. (3) La flora y fauna desapare-
cida por causa de un vertido se recupera en un
proceso de recolonizacién que dura hasta 10 afios.

El crudo de petrdleo es una mezcla variable de
cientos de componentes. Su composicién quimica
y sus propiedades fisicas varian segun su origen.
Todos ellos son una mezcla de alcanos, cicloalca-
nos, aromaticos, policiclicos y cantidades varia-
bles de nitrégeno, azufre y compuestos oxigena-
dos. La composiciéon puede determinar las tasas
de biodegradacién. En general se considera que
los crudos de petréleo ricos en azufre y en aroma-
ticos son los de mas dificil degradaciéon. La com-
posiciéon tampoco es constante a lo largo del tiem-
po y varia en el proceso de envejecimiento debido
a procesos bidticos y abiodticos (evaporacion —entre
40 y 50% se evapora en unas horas o pocos dias-
, solubilizacién, fotooxidacion, dispersion, emul-
sion, adsorcién a particulas, sedimentacion). Una
vez envejecido se enriquece en ceras, asfaltenos y
metales pesados, y es mucho més viscoso.

En los ambientes marinos el crudo se encuen-
tra formando peliculas, en disoluciéon (a pesar de
su baja solubilidad), en emulsién o como bolas de
alquitran. Estas pueden flotar o quedar sumergi-
das seglin como se mezclen con arena etc.

El crudo de petréleo procedente del vertido del
Prestige en las costas gallegas tiene una composi-
cion quimica que lo hace especialmente dificil de
degradar, sobre todo una vez envejecido. Contiene
aproximadamente un 25% de hidrocarburos
saturados, 50% de aroméaticos, 10% de resinas y
25% de asfaltenos. El contenido en azufre es del
2,28%. El chapapote es el residuo semejante al
alquitran resultado del envejecimiento.

¢, Como actuar frente a un vertido?

a respuesta inmediata frente a un vertido es la
de contener y controlar el movimiento del
petroleo flotante y recuperarlo mediante skimmers.
A continuacidon se procede a una limpieza con
materiales absorbentes y a una limpieza fisica de
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las superficies contaminadas. La separaciéon
mecanica y el lavado con agua a alta o baja pre-
sion culmina normalmente la actuacion de res-
tauracion, pero gquedan aun cantidades muy
importantes que no se pueden eliminar por trata-
mientos fisicos o quimicos.

La biodegradacion es la eliminaciéon que tiene
lugar segun el proceso natural y la intervencion de
las tecnologias para acelerar el proceso es la bio-
rremediacion, restauracién o saneamiento biolégi-
co. Se basa en la utilizacién de microorganismos
para eliminar contaminantes del ambiente. Adn
hoy en dia es una tecnologia empirica y no se
conoce muy bien los factores que la controlan. No
existe informacion que permita predicciones fia-
bles acerca de la biodegradacidon que sufrira un
crudo vertido en un ecosistema marino, especial-
mente en términos cuantitativos. Se pueden hacer
aproximaciones a lo que sucedera en la columna
de agua, pero no en los sedimentos, que represen-
tan situaciones mucho mas complejas. En playas
y sedimentos hacen falta muchos mas datos de los
aspectos basicos, en particular, de los microorga-
nismos implicados.

Debido a la abundancia de las bacterias en los
mares, cualquier muestra de agua marina contie-
ne bacterias capaces de degradar alguno de los
innumerables componentes del petréleo. Las bac-
terias degradadoras de hidrocarburos (“hidrocar-
buroclasticas”) en lugares con contaminacién cro-
nica suponen del orden del 0,1% del total de bac-
terias presentes y en general coexisten con bacte-
rias oxidadoras del azufre. Se considera que la
microbiota autdctona responde frente a un vertido
incrementando su capacidad para degradarlo,
seleccionando aquellas cepas capaces de metabo-
lizarlo. Existe una serie de factores que limitan o
condicionan la actuacion de las diferentes pobla-
ciones de las comunidades bacterianas de las
zonas afectadas por los vertidos. Hay aun pocos
trabajos que estudien con detalle las sucesiones
gue se dan en las poblaciones de una comunidad
al adaptarse al vertido.

El que se den condiciones aerdbicas (como
sucede en la columna de agua o en capas superfi-
ciales del sedimento o arena), o se den condiciones
anaeroébicas, limita las tasas de biodegradacion y
determina cuales son las poblaciones que actuan.
Las playas estan limitadas en oxigeno. Se convier-
ten en anaerdbicas inmediatamente por debajo de
la superficie del sedimento, lo que limita la degra-
dacién de los hidrocarburos. El simple tapona-
miento u obstruccién de los espacios intersticiales
por el crudo impide que el oxigeno, el nitrégeno y
las bacterias alcancen el grueso del crudo y no
pueden actuar sobre él, hasta que las tormentas

remuevan la arena. El oxigeno es imprescindible
para una degradacion efectiva por los microorga-
nismos aerdbicos, que no sélo lo necesitan para la
respiracion, sino que también es imprescindible
en la funcién de las oxigenasas que participan en
el metabolismo de los hidrocarburos.

La degradacién anaerdbica se conoce mucho
peor y es mas lenta. Los mecanismos metabdlicos
en esta situacion suele ser por deshidrogenacién.
Se conocen metabolismos desnitrificantes, de
reduccion de sulfatos o de metanogénesis implica-
dos en la desaparicién de componentes del crudo
de petroleo. Los distintos grupos bacterianos
actian formando consorcios que acoplan sus
metabolismos para ser lo mas eficaces posibles.
Con toda seguridad, los fendbmenos de cometabo-
lismo juegan un papel importantisimo en la bio-
degradacién en los ambientes naturales.

La asequibilidad del sustrato es otro factor
limitante. La utilizacién de dispersantes o la pro-
duccién de tensioactivos por las bacterias ayuda
en gran medida a la velocidad de biodegradacion
por disminuir el tamafio de las gotas de la emul-
sion y por participar en el transporte del sustrato
al interior celular, asi como de otros nutrientes.
Los primeros dispersantes utilizados para elimi-
nar el petréleo fueron mas perjudiciales que el
propio petréleo, por su efecto directo sobre la
biota. Mas recientemente se han hecho otras for-
mulaciones que si pueden ayudar a la degrada-
cion bacteriana. Muchos de los actualmente pro-
puestos son también de origen microbiano (bio-
dispersantes).

El crudo de petréleo practicamente no contiene
nitrégeno ni fésforo y se considera que éstos son
los nutrientes limitantes en la degradaciéon del
petréleo, por ser sus niveles también bajos en el
agua de mar. Se calcula que 1 mg de petréleo
requiere aproximadamente el contenido en nitro-
geno disuelto de 1 litro de agua costera. Segun los
diferentes tipos de crudo las concentraciones 6pti-
mas para degradar los hidrocarburos varian de 1
a 11 mg/I de nitrégeno (los niveles en el mar son
de 0,5-0,6 mg/l) y 0,07-2 mg/| de fésforo. No hay
que olvidar tampoco los requerimientos de hierro
de todos los microorganismos, y especialmente de
los que son capaces de utilizarlo como aceptor
final de electrones en respiraciones anaerdébicas.
Estos nutrientes pueden afiadirse en un proceso
de fertilizacion y estimular asi el metabolismo de
las bacterias autéctonas. Se han buscado aquellos
de facil aplicacion y mantenimiento en las playas
y costas, de modo que se asegure una liberacion
lenta (granulos, briquettes y liquidos) para que los
niveles sean suficientes, pero que no sean téxicos
para invertebrados. También se han empleado
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nutrientes oleofilicos (Inipol EAP22, microemul-
sion de urea en salmuera encapsulada en acido
oleico y lauril fosfato) con resultados espectacula-
res, como es el del accidente del Exxon Valdez.

No existen casi estudios sistematicos del efecto
de los nutrientes sobre la composicién de las
comunidades microbianas y su influencia sobre
las tasas de biodegradacion, para asi poder iden-
tificar los patrones de diversidad bacteriana aso-
ciada a una eliminacién 6ptima del contaminante.
Las dificultades en el cultivo de los microorganis-
mos implicados han sido la causa principal de
este desconocimiento, pero los métodos molecula-
res actuales para estudiar las comunidades autéc-
tonas, independientes del cultivo, permitiran
ahora esta evaluacion.

La adicidn o siembra de cultivos microbianos
no autdctonos en costas contaminadas no ha
demostrado aun su eficacia. Se habla en estos
casos de “Bioaumentacion” o “Biomagnificaciéon”.
En general se considera como poco efectiva en
aerobiosis, pero en anaerobiosis quizas pueda ser
significativa. Se ha ensayado también la inocula-
cion mediante sedimentos ya adaptados a la
degradacién en condiciones de anaerobiosis y
parecen haber tenido éxito. La utilizacién de culti-
vos comerciales al6ctonos plantea grandes criticas
y no se ha demostrado su eficacia, a no ser que
vaya unido a la utilizacion de fertilizantes apro-
piados para ese indculo. Ademas, muchos de estos
cultivos comerciales no estan generalmente bien
identificados y plantean también un cierto riesgo
si pueden ser patdgenos de animales o vegetales.

A modo de conclusién podemos afirmar que
una vez se han concluido los trabajos de
contencién y extraccion fisica, la Biotecnologia
Ambiental tiene capacidad para intervenir en la
lucha contra las mareas negras, aunque los
aspectos cientificos basicos de la Ecologia micro-
biana aun no estén resueltos y la tecnologia sea
muy incipiente. La intervencion puede no ser
siempre aconsejable, pero si es imprescindible el
seguimiento microbiolégico de lo que sucede
durante la recuperacion.

El problema causado por el vertido del Prestige
en las costas gallegas estara resuelto cuando se
pueda asegurar la estabilidad y productividad del
ecosistema, y cuando no haya riesgo para la salud
humana y las economias locales. La situacién en

estos momentos es que se han vertido 40.000 Tm
de crudo, de los cuales 5.000 Tm aun estan a la
deriva, y en el pecio quedan 35.000 Tm, que van a
ser muy dificiles de recuperar. Ademas, se calcula
que a través de las fisuras se vierten diariamente
al mar unas 2 Tm. Sélo se ha podido recuperar
por medios mecanicos una parte del crudo que ha
llegado a la costa y cabe esperar que el que queda
en las rocas, playas y sedimentos marinos vaya
desapareciendo por biodegradacion natural, aun-
que el tiempo requerido es excesivo y condiciona
la situacién socioeconémica de la region. La acele-
racion de la biodegradacién mediante las tecnolo-
gias que aporta la biotecnologia ambiental es un
recurso que debe utilizarse. En Espafia existen
diversos grupos de investigacibn en las
Universidades y en el CSIC que han dedicado
muchos afos al estudio de la ecologia microbiana
y la biodegradaciéon. Su participaciéon en los pla-
nes de restauracion de las costas contaminadas
aportara posibles soluciones al problema y al
seguimiento del curso de la contaminacién.
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| grupo de Microbiologia de la Universidad de las Islas Baleares lleva mas de 20 afios trabajando
en la degradacién de componentes petréleo por bacterias. Esencialmente se ha utilizado el nafta-
leno como sustrato modelo y a Pseudomonas stutzeri como especie modelo, cubriendo estudios bio-
quimicos, genéticos, taxondmicos y autoecoldgicos. Ademas de los firmantes de esta resefia, partici-
pan actualmente en las investigaciones del grupo D. Alonso, R. Bergueiro, R. Bosch, MM Ferretjans,
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La metodologia protedbmica, una herramienta
para la busqueda de funcion
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Nuestro interés por la proteémica.

ntes de comenzar a hablar de “proteémica” y

de su enorme potencial en el campo de la bio-
logia, voy a comentar brevemente cdmo nuestro
grupo entro en contacto con esta tecnologia. Hace
siete afos, el grupo del Profesor César Nombela
del que formo parte, estaba llevando a cabo un
proyecto de investigacion que requeria la utiliza-
cion de unas técnicas de andlisis de proteinas
muy novedosas, y que desafortunadamente en ese
momento no disponia ningun laboratorio en
Espafia. Participabamos, junto con varios grupos
europeos, en el Proyecto EUROFAN (Andlisis fun-
cional del genoma de la levadura Saccharomyces
cerevisiae). EI genoma de la levadura acababa de
ser secuenciado y se disponia de una gran infor-
macioén; sin embargo, muchos genes eran de fun-
cion desconocida. Al objeto de estudiar la funcién
de estos genes se establecieron una serie de nodos
integrados por diferentes grupos de investigacion
especializados. Nuestro grupo estaba en el nodo
de pared celular y morfogénesis. El estudio de la
pared celular presenta un enorme interés como
diana de agentes antifungicos, ya que dicha
estructura esta ausente en la célula animal.
Nuestro objetivo era realizar un screening con
aproximadamente mil mutantes de deleciéon de S.
cerevisiae al objeto de identificar genes implicados
con la formacién de la pared celular de la levadu-
ra. Para ello se propusieron diversos analisis feno-
tipicos relacionados con defectos en la pared celu-
lar con diferente grado de complejidad. Uno de los
ensayos propuestos fue la identificacion de prote-
inas secretadas por protoplastos en regeneracion,
al objeto de tener una visién global e integrada de
todas la proteinas que son requeridas en la biogé-
nesis de dicha estructura. De esta forma obten-
driamos un mapa de referencia para después
poder realizar estudios comparativos con mutan-
tes de pared celular, es decir, para estudiar la
expresion diferencial de las proteinas de pared. En
primer lugar, obtuvimos los productos de secre-
cion de protoplastos y las proteinas se separaron
mediante electroforesis bidimensional (2D-PAGE)
utilizando gradientes de pH inmovilizados (IPGSs)
que permiten obtener una gran reproducibilidad y
gran capacidad de carga de proteinas en el gel.

Finalmente, procedimos a la caracterizacion de las
proteinas mediante dos aproximaciones: inmuno-
deteccion y secuenciacion amino-terminal o
degradacién de Edman. Ambos procedimientos
son bastante limitados, para la inmunodeteccion
se requiere disponer de anticuerpos y para la
secuenciacion de Edman es preciso obtener gran
cantidad de proteina y transferirla a una mem-
brana. Dadas las caracteristicas de nuestra mues-
tra, estos procedimientos no resultaban adecua-
dos. Fue entonces cuando algunos grupos euro-
peos estaban desarrollando otras estrategias para
identificar proteinas basadas en la digestién enzi-
matica o quimica de las proteinas y en el analisis
de los péptidos mediante espectrometria de masas
(MS). Mediante dicha estrategia se requeria una
menor cantidad de proteina (manchas proteicas
teflidas con plata) y se podia digerir la proteina
directamente en gel de poliacrilamida para la
obtencion de los péptidos. Utilizando dicha meto-
dologia en colaboracion con el Dr Blackstock (Glaxo
Wellcome) pudimos llevar a cabo nuestro objetivo,
ademas de introducirnos en este apasionante
campo de la protedbmica (Pardo et al., 2000).
Se puede decir que hubo 3 factores decisivos
para el desarrollo de la protedbmica:
e La secuenciacion de genomas a gran escala y el
desarrollo de bases de datos de proteinas.
« EIl desarrollo de técnicas de espectrometria de
masas para analizar proteinas y péptidos.
« Los avances realizados en la separaciéon de pro-
teinas mediante 2D-PAGE con la introduccion
de los gradientes de pH inmovilizados (IPGs).

sto fue el comienzo y gracias a la conjuncién

de todo ello se inici6 lo que hoy llamamos pro-
tebmica. Hace veinte afios esto era impensable y
los investigadores nos encontrdbamos siempre
con el cuello de botella de la identificacion de las
proteinas. Recuerdo varios proyectos, de enorme
interés, que no pudieron desarrollarse hasta el
final debido a esta limitacion. Creo que algunas de
estas ideas y proyectos se podrian retomar y
sacarles muchisimo partido utilizando esta tecno-
logia.

En esta pequefia revision sobre tecnologia pro-
tedmica pretendo solamente resaltar algunos
aspectos de interés especialmente de la separa-
cion de proteinas mediante electroforesis y del
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analisis de éstas mediante espectrometria de
masas (MS) sefialando las aproximaciones para la
identificacién y caracterizacion de las proteinas.
También comentaré nuevas estrategias para el
andlisis del proteoma. Para mayor informacion se
pueden consultar diversas revisiones que han
aparecido durante los ultimos afios (Banks et al.,
1999; Blackstock y Man, 2001; Aebersold vy
Cravatt, 2002; Graves y Haystead, 2002).

Definicidn y tipos de protedmica

0s rapidos avances conseguidos en la tecnologia

del DNA estan permitiendo la secuenciacion
sistematica de los genomas de diversos organis-
mos. Actualmente se ha completado y publicado la
secuencia de 140 genomas, que pertenecen a 16
arqueas, a 106 bacterias y a 18 eucariotas (en dos,
s6lo un cromosoma), y existen mas de 717 pro-
yectos de secuenciacion en marcha (http:
//wit.integratedgenomics.com/GOLD/; ultima
actualizacion 8 de Mayo de 2003). Recientemente
hemos asistido a un hito histdérico, la secuencia-
cion del genoma humano completo.

Todos estos proyectos de secuenciacion a gran
escala estan proporcionando una ingente cantidad
de secuencias de DNA. Sin embargo, aun se des-
conoce la funcién biolégica de la mayoria de las
proteinas codificadas por los genes detectados. Asi
pues, el siguiente paso en la era post-genémica
debe ser el estudio funcional de todos estos genes.
La proteémica es uno de los campos que puede
ayudar a establecer una conexion entre las
secuencias gendémicas y su comportamiento biolo-
gico, constituyendo una herramienta importante
en el andlisis funcional de genes de funcién des-
conocida.

El término “proteoma” fue usado por vez pri-
mera en 1995 para describir el conjunto de
PROTEinas de un genOMA, una célula o un tejido.
De forma imperceptible, la palabra proteoma dio
lugar a una nueva disciplina, la “proteémica”.
Pero, ¢qué es la protebmica? Esencialmente la
protedmica es el estudio a gran escala de las pro-
ductos génicos de un genoma mediante métodos
bioquimicos, con el fin de obtener una vision glo-
bal e integrada de los procesos celulares. El tér-
mino protedmica se ha asociado tradicionalmente
con la separacion de un gran namero de proteinas
de una célula u organismo mediante 2D-PAGE.
Segun esto, la proteébmica comenz6 en los afios
setenta cuando se empezaron a construir bases de
datos de proteinas utilizando la electroforesis bidi-
mensional. Sin embargo, la identificacion de las
proteinas era dificil debido a la falta de métodos

analiticos rapidos y sensibles para la caracteriza-
cion de proteinas. En los afios noventa, la espec-
trometria de masas surge como un método anali-
tico muy poderoso, ya que elimina la mayoria de
las limitaciones del analisis de proteinas. Este
desarrollo, junto con la disponibilidad de los geno-
mas secuenciados marca el comienzo de una
nueva era. Actualmente muchas areas de estudio
han sido agrupadas dentro de la proteémica. Se
pueden incluir, entre otros, los estudios de inter-
acciones de proteinas, de modificaciones pos-tra-
duccionales, el analisis funcional de proteinas y
estudios de localizacion.

Se puede hablar de dos tipos de protedmica:
protedbmica de expresion y proteémica del mapa
celular.

La proteémica de expresion es el estudio
cuantitativo de la expresiéon de proteinas entre
muestras que difieren en alguna variable. En esta
estrategia se compara la expresién del proteoma
total o de subproteomas entre diferentes mues-
tras. La informacién obtenida puede permitir la
identificacion de nuevas proteinas implicadas en
transduccion de sefiales, la identificacion de pro-
teinas especificas de una enfermedad y proteinas
de interés en microbiologia médica.

La protedmica del mapa celular o estructural
es el estudio de la localizacidon subcelular de las
proteinas y de las interacciones proteina-proteina
mediante la purificacion de organulos o complejos
y la posterior identificacion de sus componentes
mediante espectrometria de masas.

También se utiliza el término de protedmica
funcional para referirse a diversas aproximacio-
nes protedmicas que permiten el estudio y carac-
terizacion de un grupo de proteinas determinado
proporcionando informacion importante sobre
sefalizacion, mecanismos de la enfermedad o
interacciones proteina-farmaco.

Para poder desarrollar los ambiciosos objetivos
de la protedmica se requiere la implicacion de
diversas disciplinas como biologia molecular, bio-
quimica, microbiologia y bioinformatica. Siendo
esta dltima de enorme importancia, ya que sera
necesario desarrollar ordenadores con una gran
capacidad para organizar la gran cantidad de
informacion gque se generara en estas investigacio-
nes. Ademas, la protedmica complementa otras
aproximaciones gendmicas funcionales, como los
perfiles de expresién utilizando DNA-arrays, perfi-
les fenotipicos sistematicos, genética sistematica y
arrays basados en moléculas pequenas.

Para caracterizar un proteoma de una célula es
importante tener en cuenta que el proteoma es
dinamico y que es reflejo del medio ambiente en el
que es estudiado. Como respuesta a estimulos



35:14

Actualidad é.ﬁfl-f}‘i

EL PROTEOMA ES DINAMICO

TRANSCRIPCION PROCESAMIENTO
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Figura 1. Mecanismos por los que un gen puede dar lugar a multiples productos génicos.

externos e internos, las proteinas pueden ser
modificadas post-traduccionalmente, transloca-
das, sintetizadas o degradadas (Figura 1). Obtener
el proteoma de una célula es como tomar una foto-
grafia de todas las proteinas en un momento
determinado. Considerando todas las posibilida-
des se podria decir que un genoma podria dar
lugar a un namero infinito de proteomas.

Tecnologia protedmica

Como ya he comentado, el desarrollo de la
protebmica se debe en parte a los avances
importantes realizados en la tecnologia de protei-
nas. Sin embargo, la metodologia disponible tiene
sus limitaciones y actualmente todavia no es posi-
ble realizar muchos tipos de proteémica. Es nece-
sario mejorar algunas de estas limitaciones y des-
arrollar nuevas tecnologias para conseguir el
maximo partido.

1. Separacion de proteinas. Electroforesis
mono y bidimensional (2D-PAGE).
Limitaciones de la 2D-PAGE.

Alternativas a la electroforesis.

a tecnologia mas utilizada para la separacion

de proteinas es la electroforesis en geles de
poliacrilamida. Fue introducida hace 32 afos y
hasta el momento es la técnica mas eficaz para
resolver mezclas complejas de proteinas.

Para muchas aplicaciones proteémicas, la elec-
troforesis en una dimension es el método de elec-
cion. Las proteinas se separan de acuerdo a su
masa y como las proteinas son solubilizadas en
dodecil sulfato sédico (SDS), no suele haber pro-
blemas de solubilizacién. Es una técnica sencilla,
reproducible y permite la separacion de proteinas
de 10-300 kDa. Una de las aplicaciones mas
comunes de la 1-DE es la caracterizacion de pro-

teinas después de realizar algun tipo de purifica-
cion previa.

La electroforesis bidimensional 2D-PAGE per-
mite separar hasta miles de proteinas en un sélo
experimento, y constituye actualmente el método
mas eficiente para la separacion de mezclas muy
complejas de proteinas. Esta basada en una sepa-
racién de las proteinas en funcién de la carga,
seguida de una separacion de las proteinas en
funcion de su masa molecular. La separacion de la
primera dimensién se realiza mediante isoelectro-
enfoque, durante el cual las proteinas son separa-
das en un gradiente de pH hasta alcanzar una
posicidon en la que su carga neta es cero, es decir,
su punto isoeléctrico. En una segunda dimensioén,
las proteinas son separadas mediante electrofore-
sis en presencia de SDS. La alta resolucion de la
técnica se debe a que las dos separaciones se
basan en parametros independientes. La innova-
cion clave para la 2D-PAGE fue el desarrollo de
geles con un gradiente de pH inmovilizado (IPG).
El gradiente de pH inmovilizado elimina los pro-
blemas de inestabilidad del gradiente y baja capa-
cidad de carga que iban asociados a los gradientes
de pH preparados con anfolitos carrier. En los
geles IPG, el gradiente es generado por las llama-
das "inmovilinas" y esta co-polimerizado con la
matriz de acrilamida del gel. Este sistema ha per-
mitido mejorar la resolucién y reproducilidad de
los geles asi como aumentar la cantidad de prote-
ina que puede ser cargada. La reproducibilidad
conseguida con los IPGs ha hecho posible la com-
paracion de mapas entre distintos laboratorios,
facilitando asi el intercambio de informacion.

En cuanto a la deteccion de las proteinas, tra-
dicionalmente se ha venido empleando el marcaje
radioactivo o la tincion con azul de Coomassie, 0
con plata, para conseguir mayor sensibilidad.
También se ha desarrollado un método de tincion
de plata superficial compatible con la digestion
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proteica y la espectrometria de masas, aunque el
umbral de deteccion no es tan sensible como el
conseguido con los protocolos de tincién de plata
mas utilizados. Asi mismo, se han comenzado a
utilizar tinciones y marcajes fluorescentes (Sypro-
Ruby, Cy3, Cy5...) que presentan una sensibilidad
comparable a la plata y también permiten el ana-
lisis posterior de las proteinas mediante espectro-
metria de masas. También se han desarrollado
programas para comparar la imagenes de 2D-
PAGE vy facilitar la identificacién y cuantificacion
de manchas de proteinas entre diferentes mues-
tras. Un avance reciente de la 2D-PAGE es la téc-
nica DIGE (Difference gel electrophoresis) que mas
adelante explicaré.

La aplicacion principal de la 2D-PAGE es la
protedmica de expresion. En esta aproximacion, la
expresién de proteinas de dos muestras se puede
comparar de forma cualitativa y cuantitativa. La
aparicion o desaparacion de manchas proporciona
informacion sobre la expresion diferencial de pro-
teinas y la intensidad de las manchas permite
conocer los niveles de expresiéon. Para realizar
estos estudios se pueden utilizar organismos com-
pletos, lineas celulares o fluidos biolégicos. Se
pueden comparar tejidos normales con tejidos
enfermos, o células tratadas con drogas o diferen-
tes estimulos. Un ejemplo de este tipo de estudio
aparece en la figura de la portada, donde se mues-
tra la expresién diferencial de proteinas de pared
de formas levaduriformes y de hifas de Candida
albicans.

Otra aplicaciéon importante es la proteémica del
mapa celular, donde la 2D-PAGE se utiliza para
hacer mapas de proteinas de microorganismos,
organulos celulares y complejos de proteinas.
También se puede utilizar para caracterizar prote-
inas en subproteomas que se han obtenido
mediante alguna forma de purificacion del proteo-
ma.

La 2D-PAGE también presenta muchas limita-
ciones. Es una técnica muy laboriosa que requie-
re bastante tiempo, y dificil de automatizar. La
2D-PAGE esta limitada por el nimero y el tipo de
proteinas a resolver. Las proteinas muy grandes o
hidrofébicas no entran en el gel durante la prime-
ra dimension y las proteinas muy acidas o muy
basicas no se resuelven bien. Algunos de estos
problemas se pueden resolver mediante fracciona-
miento, la utilizacion de determinadas condicio-
nes de solubilizacién y la utilizacién de IPGs con
diferentes rangos de pH. Otra limitacién impor-
tante de la 2D-PAGE es la detecciéon de proteinas
poco abundantes, algunas de ellas se consideran
muy importantes (proteinas regulatorias, protei-
nas implicadas en la transduccion de sefales,

receptores). En estos estudios es necesario reali-
zar un fraccionamiento de la muestra para redu-
cir la complejidad de los extractos. Debido a estas
limitaciones, la mayor aplicacion de esta técnica
en el futuro sera el analisis y caracterizacion de
subproteomas y de complejos proteicos.

Las limitaciones de la 2D-PAGE han impulsado
el desarrollo de otras metodologias. Una estrategia
desarrollada consiste en digerir con tripsina una
mezcla de proteinas para después purificar y ana-
lizar los péptidos mediante MS. Los péptidos se
pueden purificar mediante cromatografia liquida,
electroforesis capilar o mediante una combinacion
de técnicas como cromatografia de intercambio
ionico y cromatografia de fase reversa. La ventaja
de este procedimiento es que se dispone de una
gran cantidad de proteinas. Sin embargo el anali-
sis de los datos requiere una enorme cantidad de
tiempo y ordenadores muy potentes. Ademas se
puede perder mucho tiempo y esfuerzo en el ana-
lisis de proteinas que no tienen interés. Una de las

-
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Figura 3. Estrategia para la identificacion de proteinas
mediante espectrometria de masas (Pitarch et al., 2003).
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técnicas mas interesantes y que surge como alter-
nativa a la 2D-PAGE es el ICAT (Isotope-coded affi-
nity tags) que luego comentaré.

2. ldentificacion y caracterizacién de protei-
nas. La espectrometria de masas (MS), una
técnica clave para la investigacion protes-
mica.

n los proyectos protedmicos la identificacion

de proteinas es esencial. Es el primer paso
para otros estudios que suponen en udltima ins-
tancia la caracterizacion funcional. Ademas, en el
caso de los geles bidimensionales, la identificacion
de las manchas conduce a la creacion de "mapas
de referencia”, que definen las proteinas expresa-
das por un organismo o tejido en unas condicio-
nes determinadas.

Las proteinas pueden ser identificadas por
diversos procedimientos, entre los que se incluyen
la secuenciacién del extremo N-terminal, detec-
cion con anticuerpos especificos, composicion de
aminoacidos, co-migracién con proteinas conoci-
das, y sobre-expresion y delecion de genes. Todos
estos métodos generalmente son lentos, laborio-
S0s, 0 caros, y por tanto no resultan apropiados
para su utilizacién como estrategias a gran escala.

Debido a su rapidez y elevada sensibilidad, la
espectrometria de masas se ha convertido en el
método de eleccidn para la identificacion de prote-
inas a gran escala, el primer paso para el estudio
del proteoma de distintos organismos. También
permite la caracterizacién de modificaciones post-
traduccionales que presentan relevancia fisiologi-
ca, tales como la glicosilacién y la fosforilacion. La
estrategia general empleada para la identificacion
a gran escala de proteinas mediante espectrome-
tria de masas se muestra en la Figura 2.

El analisis de las proteinas mediante espectro-
metria de masas ha sido posible gracias al des-
arrollo de varios métodos de ionizacidon suave para
convertir biomoléculas grandes, polares y no vola-
tiles en iones en fase gaseosa.

Los espectrometros de masa estan formados al
menos por una fuente de iones, un analizador de
masas y un detector y mide la relaciéon
masa/carga (m/z) de los iones en fase gaseosa.
Para analizar las proteinas mediante espectrome-
tria de masas deben ser convertidas en péptidos,
mediante proteolisis, generalmente con tripsina,
ya que la masa de una proteina no es suficiente
para identificarla.

Esta técnica tan robusta implica:

1.- La conversion de los péptidos en iones en
fase gaseosa mediante técnicas de ionizacion
suave, como ionizacién desorcion con laser asisti-
da con matriz (MALDI) a partir de una muestra en
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estado sélido, o la ionizacién mediante electros-
pray (ESI) de una muestra en solucion.

2.- Separacién de los iones segdn su m/z en un
analizador de masas (por ejemplo un analizador
tipo TOF (Time Of Flight), cuadrupolo, trampa
idnica, etc.)

3.- Fragmentacion opcional de los iones pepti-
dicos seleccionados mediante descomposicion
metaestable (o0 técnica de PSD: postsource decay)
0 mediante disociacion inducida por colisiéon (CID)
llevada a cabo en un espectrometro de masas en
tandem combinando dos analizadores diferentes.

4.- Medida de las masas en un detector obte-
niendo un espectro de masas que refleja la abun-
dancia de los iones frente a su valor m/z.

Aungue se han desarrollado diversas combina-
ciones de fuentes de ionizacion y de analizadores
de masas, la fuente de MALDI se suele acoplar a
un analizador tipo TOF mientras que la ionizacién
mediante ESI normalmente se combina con un tri-
ple cuadrupolo, con una trampa iénica o con un
hibrido cuadrupolo tiempo de vuelo (Q-TOF).
Recientemente se han desarrollado también fuen-
tes de MALDI que se acopan a un analizador Q-
TOF o a dos analizadores TOF en tandem (MALDI-
TOF-TOF)
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Para la identificacién de proteinas se han des-
arrollado dos estrategias que se encuentran repre-
sentadas esquematicamente en la Figura 3:

* ldentificacion mediante huella peptidica (PMF:
peptide mass fingerprinting) o mapeo peptidico
utilizando un espectrémetro tipo MALDI-TOF.

¢ Identificacion mediante fragmentacion de pép-
tidos obteniendo la secuencia total o parcial de
los aminoécidos (etiqueta de secuencia) utili-
zando un espectrémetro de masas en tdndem.

2.1. Huella peptidica. Herramienta para la
identificacion a gran escala de proteinas pre-
sentes en las bases de datos

| mapeo de péptidos es una técnica utilizada

rutinariamente para identificar proteinas de
forma rapida, normalmente a partir de geles de
SDS-PAGE o 2D-PAGE y que se realiza normal-
mente en un espectrometro de masas tipo MALDI-
TOF. En esta aproximacion la proteina se digiere
con una enzima, normalmente tripsina (que
rompe especificamente por lisinas y argininas, si
no estan unidas a una prolina). La muestra es
incorporada a una placa metdlica junto con una
matriz (moléculas que absorben una pequefa
cantidad de energia, como el acido 2,5-dihidroxi-
benzoico o el acido ciano-4-hidroxicinamico) y al
evaporarse se forman cristales. Posteriormente, la
muestra es irradiada con laser para ionizar las
moléculas. Los iones son acelerados por un campo
eléctrico hacia un detector, el valor m/z de cada
i6n viene determinado por el tiempo de vuelo para
llegar desde la fuente al detector.

La huella peptidico (PMF) de una determinada
proteina es un conjunto de péptidos generados
mediante la digestiéon de una proteasa especifica.
Estas masas peptidicas experimentales son com-
paradas con las masas peptidicas teéricas de pro-
teinas presentes en bases de datos. Para ello se
han desarrollado diversos algoritmos (PEPSEA,
PROFOUND, MS-FIT, PEPTIDENT...) disponibles
en Internet. Para la identificacion correcta de la
proteina se requiere que las masas de un gran
numero de péptidos coincidan con las masas te6-
ricas de los péptidos y que cubran parte de la
secuencia de la proteina de la base de datos.

La espectrometria de masas tipo MALDI-TOF se
considera un pilar de la proteémica. El instru-
mento es robusto, relativamente caro y con posi-
bilidades de ser automatizado. Como el tiempo de
analisis de una muestra es muy corto se puede
utilizar para analisis a gran escala. Sin embargo,
este tipo de espectrometria tiene sus limitaciones
« La ionizacion de los péptidos es selectiva y no

es cuantitativa. En un conjunto equimolecular

de péptidos procedentes de la digestion de una

proteina, algunos péptidos pueden no ser
detectados y en el resto de ellos puede haber
una gran variacion en la sefial de intensidad.

« Si la cantidad de proteina en el gel es pequefia,
el nimero de péptidos observados puede ser
pequefio y por tanto la proteina no se puede
identificar con seguridad.

e ElI MALDI-TOF MS tiene poca utilidad para
analizar mezclas de proteinas. Manchas de
proteinas muy claras de geles de 2D pueden
contener varias proteinas
La principal ventaja del MALDI reside en la

posibilidad de realizar anélisis a gran escala de
organismos que tengan el genoma completamente
secuenciado. Cuando no se dispone de la secuen-
cia completa del genoma y cuando se tiene poca
cantidad de proteina el MALDI-TOF es insuficien-
te ya que se requiere mas informacion.

2.2.- Secuencia peptidica o etiqueta de
secuencia. Estrategia para la identificaciéon de
proteinas no anotadas en las bases de datos o
para las identificaciones ambiguas mediante
MALDI-TOF.

0os espectrometros de masas en tandem

MS/MS permiten también la determinacién de
la secuencia de aminoacidos. Se selecciona un ién
por la masa en un primer espectrometro y se frag-
menta por colisién con un gas y los fragmentos se
analizan en un segundo espectrOmetro. Puede
utilizarse con una fuente de ionizacion tipo MALDI
o ESI.

En la ionizacién mediante electrospray los
iones se forman a partir de una muestra en solu-
cion, que se vaporiza haciéndola pasar a través de
una fina aguja a la que se aplica una alta diferen-
cia de potencial. Las gotas cargadas pasan a una
zona de potencial mas bajo, y son desolvatadas,
adquiriendo protones las moléculas de la muestra
y dando lugar a iones con carga multiple. El ulti-
mo avance de la espectrometria ESI-MS ha sido la
introduccion de microcapilares de borosilicato
recubiertos de oro para la inyeccién de la muestra
en el espectrémetro. A esta técnica se le ha deno-
minado nanoelectrospray y permite analizar volu-
menes de muestra de 1-2 pl durante un periodo de
tiempo de unos 30 minutos, optimizando mucho
la sefial y posibilitando la realizaciéon de espectro-
metria de masas en tandem en un equipo de tipo
cuadrupolo, para determinar la secuencia amino-
acidica de péptidos. Se llega a conseguir una sen-
sibilidad del orden de fentomoles. Para ESI hay
varias formas de incorporar la muestra al espetro-
metro. EI método mas sencillo es cargar tubos
microcapilares individuales con la muestra. Como
se utiliza un tubo nuevo para cada muestra no
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hay contaminacion. En ESI los péptidos requiren
cierta purificacion que se puede realizar en el
microcapilar. Tanto la necesidad de purificar la
muestra como la de cargar de forma manual los
capilares son dos problemas que hacen que esta
técnica sea lenta y tediosa. Como alternativa, este
tipo de espectrOmetros suelen estar conectados
on-line a un equipo de cromatografia liquida (LC)
que de forma automatica purifique e introduzca la
muestra en el espectrometro. Los espectrémetros
de masas en tandem pueden ser de diferentes
tipos:

e Triple cuadrupolo (acoplado a una fuente ESI).
El primer cuadrupolo separa el i6on de interés y
éste es fragmentado en una CID camara de
colisién con un gas inerte. El tercer cuadrupo-
lo mide la m/z de los productos de disociacién.

e Hibrido cuadrupolo-TOF (Q-TOF). Combina un
cuadrupolo, un hexapolo para la colisién y un
analizador tipo TOF.

e Trampa de iones. Atrapan iones en un campo
eléctrico 3D. A diferencia de los cuadrupolos,
donde los iones son eliminados antes de
comenzar el analisis, la principal ventaja de la
trampa es su capacidad para conservar los
iones y posteriormente eliminarlos selectiva-
mente.

* Recientemente se ha desarrollado un TOF en
tandem con fuente de MALDI, MALDI-TOF-
TOF. Los iones fragmentados en una CID son
reacelerados y analizados en un segundo ana-
lizador tipo TOF.

Cuando un ién se introduce en una CID, inter-
acciona con el gas de colisién (normalmente nitro6-
geno o argon) y tiene lugar la fragmentacion a lo
largo del esqueleto peptidico. Como los iones se
pueden fragmentar en multiples sitios se ha crea-
do un nomenclatura para indicar el tipo de iones
generados. Si, después de la ruptura del enlace
peptidico, la carga se mantiene en el extremo
amino del i6n, éste se denomina i6n b, mientras
que si la carga se mantiene en el extremo carboxi-
lo, el ibn se denomina y. Los espectros de frag-
mentaciéon MS/MS proporcionan informacion de
las diferencias de masas entre dos iones consecu-
tivos del mismo tipo (por ejemplo, iones de la serie
y 0 b,) correspondientes a la pérdida de un ami-
noé&cido en el péptido. Estos espectros proporcio-
nan informacion sobre la identidad y posicion del
amino acido en el péptido. Por tanto es posible
adquirir la secuencia completa del péptido si se
parte de una fragmentacion de buena calidad.
Otras veces sOlo se obtiene una secuenciacion
parcial del péptido. La informacion sobre la
secuencia parcial, masa del péptido, y la localiza-
cion exacta de los aminoacidos puede permitir la

identificacién de la proteina en las bases de datos.
A esta aproximacion se le denomina identificacion
por "etiqueta de secuencia". Existen diversas
herramientas bioinformaticas que se pueden utili-
zar para la interpretacion de la fragmentacion de
un péptido (PEPSEA, SEQUEST, PEPFRAG, MS-
TAG y MASCOT).

El método de la secuenciacién de novo es la
estrategia de eleccién para aquellos organismos
que no han sido secuenciados o su secuencia de
DNA no ha sido anotada. El objetivo de esta apro-
Ximacién es obtener secuencias completas de ami-
noacidos que se deduzcan de novo de los espec-
tros MS/MS (bien mediante interpretacion manual
0 con ayuda de un programa) y buscar homologi-
as frente a proteinas presentes en bases de datos.
Esta estrategia permite encontrar proteinas
homologas en otras especies utilizando programas
de busqueda como BLAST o FASTA. Aunque la
proteina de interés pueda no ser identificada o sea
una proteina desconocida, la informaciéon de la
secuencia puede ser utilizada para clonar el gen
correspondiente.

Nuevos desarrollos de la metodologia
protedmica: Cromatografia
multidimensional, ICAT, DIGE y
arrays de proteinas.

Actualmente se estan desarrollando tecnologias
protedmicas sin llevar a cabo la separacion de
las proteinas en un gel, como son la cromatogra-
fia liquida bidimensional o la electroforesis capilar
acoplada a MS, los arrays de proteinas o el eti-
quetado de péptidos con diferentes reactivos como
en la técnica de ICAT (isotope-coded affinity tags).
Estas técnicas son complementarias a las que se
vienen utilizando. También se estan desarrollando
mejoras en la separacion y analisis de las protei-
nas mediante electroforesis bidimensional.

Cromatografia multidimensional. Para no
tener las limitaciones asociadas a los geles en la
separacién y caracterizaciéon de las proteinas se
han llevado a cabo aproximaciones multidimen-
sionales utilizando cromatografia liquida bidimen-
sional (columna de intercambio i6nico y columna
de fase reversa), seguida de un analisis de los pép-
tidos mediante MS (MudPIT: multidimensional pro-
tein identification technology). En dicha aproxima-
cion se requiere realizar la digestién de las protei-
nas antes de la separacién primero por su carga y
posteriormente por su hidrofobicidad. Este méto-
do permite la separacion e identificacion de cien-
tos de proteinas en un solo experimento
(Washburn et al., 2001).
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Figura 3. Dos nuevas aproximaciones para la deteccion y cuantificacion diferencial de proteinas. A. ICAT Isotope
coded affinity tag). B. DIGE (Differential gel electrophoresis). (Pitarch et al., 2003).

Tecnologias proteébmicas para cuantificar el
nivel de expresion de las proteinas: ICAT y
DIGE. La principal aplicacién de la proted6mica es
el estudio del perfil de expresiéon de proteinas.
Existen dos estrategias que mejoran el estudio de
la expresion diferencial de proteinas entre diferen-
tes muestras. Una de ellas es el ICAT, que permi-
te determinar la cantidad de proteina relativa
entre dos muestras (Gygi et al.,, 1999). Las dos
muestras proteicas son marcadas con el reactivo
del ICAT ligero o pesado (segun lleve hidrégeno o
deuterio). Este reactivo se une a las cisteinas y
contiene biotina para facilitar la purificacion.
Posteriormente, las dos muestras se mezclan y se
digieren con tripsina. Los péptidos marcados con
el reactivo del ICAT son separados en un columna
de afinidad y analizados mediante MS. La intensi-
dad relativa de los péptidos idénticos de cada
muestra (se diferencian en una masa de 8 Dalton)
muestran la abundancia de la proteina de la que
proceden. La fragmentacion del péptido mediante
MS/MS conduce a la identificacion de la proteina
(Figura 3A) .

Recientemente también se ha descrito una

aproximacién basada en el marcaje de las protei-
nas con diferentes fluorocromos y la separacion de
las muestras mediante 2D-PAGE en un mismo
gel. Dicha metodologia, denominada DIGE
(Differential gel electrophoresis), minimiza la varia-
bilidad de los geles, disminuye el tiempo de anali-
sis y permite una cuantificacion del perfil de
expresion muy precisa (Figura 3B).

Arrays de proteinas. Los arrays de proteinas
se estan desarrollando rapidamente para la carac-
terizacion de actividades y para deteccion de las
interacciones proteina-proteina a gran escala. Al
igual que los arrays de DNA, los arrays de protei-
nas serdn esenciales para la investigaciéon béasica
asi como para la investigacibn méas aplicada al
descubrimiento de medicamentos y desarrollo de
métodos de diagndstico. En un trabajo pionero
realizado por el grupo de Snyder (Zhu et al., 2000),
se desarrollé un chip con 6.000 proteinas de leva-
dura para identificar nuevas proteinas que inter-
accionasen con calmodulina o con fosfolipidos.
Las proteinas se obtuvieron por clonacion de los
ORFs correspondientes y cada proteina se expreso
fusionada a GST (glutation-S- transferasa) y a una
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etiqueta de histidinas. Este trabajo tan importan-
te mostré que es posible preparar microarrrays
con miles de proteinas y utilizarlos para estudiar
interacciones. Sin embargo, aunque ya se han
realizado avances importantes para la preparacién
de los arrays, todavia es necesario enfrentarse a
varios retos tecnolégicos que permitan hacer posi-
ble la utilizacién de esta herramienta a un gran
numero de investigadores.

Conclusiones

a proteGmica proporciona un conjunto de

herramientas muy poderosas para el estudio a
gran escala de la funcion de los genes a nivel de
proteina. Los estudios mediante espectrometria de
masas de las proteinas separadas en geles esta
conduciendo al renacimiento de las aproximacio-
nes bioquimicas para el estudio de la funcion de
las proteinas. Actualmente existen dos estrategias
bien definidas para el estudio del proteoma: una
de ellas se basa en la utilizacién de la electrofore-
sis bidimensional y la otra utiliza otros métodos de
separacion de proteinas, principalmente métodos
cromatogréaficos. En ambos casos la identificacién
y caracterizacién de proteinas se realiza mediante
espectrometria de masas. Actualmente existe un
gran interés en la mejora y en el desarrollo de
estrategias que faciliten el estudio de las proteinas
y de los proteomas. En mi opinidn la proteémica
sOlo esta en sus inicios. La protebmica en combi-
nacidn con otras aproximaciones gendémicas tiene
un enorme potencial parar comprender mejor
como funcionan los sistemas biolégicos complejos.
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ElNrinceon) derlatlengua

por Ricardo Guerrero y Mercé Piqueras, de la revista INTERNATIONAL MICROBIOLOGY

La evolucion del lenguaje cientifico. I.
De los protistas al chapapote (o galipote)

| lenguaje cientifico, como el lenguaje popular,

evoluciona a lo largo del tiempo. Poco a poco
surgen nuevos términos y expresiones que van
incorporandose al bagaje linguistico. Poco a poco,
también, otros desaparecen. En muchos casos, los
términos nuevos designan conceptos que también
son nuevos. En otros, se trata de palabras ya exis-
tentes que toman un sentido distinto del que teni-
an originalmente. Y este nuevo uso que se les da,
que al principio ha podido ser inexacto o erréneo,
con el tiempo puede acabar generalizandose,
haciéndose correcto por consenso. Al fin y al cabo,
las lenguas las hacen las personas que las hablan
y, si nuestros antepasados hubieran sido absolu-
tamente estrictos con los vocablos, el latin seria
hoy en dia —como lo fue durante mucho tiempo- la
lengua de comunicacién comdn en la peninsula
Ibérica.

Podria creerse que la terminologia cientifica,
una vez fijada, se mantiene siempre, porque des-
cribe una realidad que observamos, y que es cons-
tante. Pero es la percepcion de esa realidad la que
puede cambiar. Hay términos que, aunque se
siguen usando, cambian, o

ago | began to study the so-called “unicellular”
organisms -or Protista— as | prefer to call them»™.
Pero hoy en dia este término no designa a todos
los microorganismos unicelulares, sino solo a los
gque son eucariotas, con excepcién de los hongos.

Nuevos descubrimientos conducen a nuevos
conceptos, y éstos necesitan de nuevos términos.
A veces, el descubrimiento y los conceptos van
cambiando con el tiempo, pero el término perma-
nece, lo que hace que una palabra morfolégica-
mente constante vaya cambiando de significado
con el curso de los afos. Por ejemplo, un término
tan extendido en biologia como fotosintesis, que
tiene algo mas de 100 afios, nombra un concepto
que ha ido modificAndose con el tiempo, y que
sigue evolucionando. Pero esta explicacion nos lle-
varia muy lejos y deberemos dejarla para otro
“Rincon”.

El cambio de significado de un término puede
causar confusién (a veces peligrosa, segun vere-
mos ahora mismo) cuando personas diferentes lo
usan con significado distinto. No hace muchos
afios, en un concurso para una plaza de Titular de
un departamento de microbiologia, el miembro de
mas edad de la comision evaluadora comento a la
joven aspirante que en su Memoria habia usado,

empecinadamente, el término

bien amplian, su significado
con el tiempo. Por ejemplo, el
término protista fue acufado
en 1866 por Ernst H. Haeckel
(1834-1919) para designar un
tercer reino (distinto del de los
animales y del de las plantas,
definidos por Carl Linné) que
reunia los actuales procariotas
(Haeckel les llama moéneras), los
protozoos, muchas algas, algu-
nos hongos y hasta algunos
animales simples, como las
esponjas. (Véase la Figura 1).
Ya en 1911, el joven Clifford
Dobell (1886-1949, recordado
por su libro Antony van
Leeuwenhoek and his “little =

“protista” de una forma inco-
rrecta. Dicha afirmacién sor-
prendié a la aspirante, que
habia preparado el concurso a
conciencia. En realidad, el
miembro del tribunal y la
concursante estaban usando
un mismo término para desig-
nar conceptos distintos. El,
cercano ya a la edad de jubila-
cion, habia estudiado los pro-
tistas como el grupo definido
siguiendo el modelo de Dobell
(que incluia a los procariotas).
1 Para la aspirante, en cambio,
los protistas habian sido siem-
pre sinénimo de microorganis-
mos eucariéticos, es decir,

animals”) utilizé el nombre de
protista para designar a todos
los organismos unicelulares, y

el segundo reino de
Whittaker y Margulis (los
famosos “neither”, en inglés: “no

solo a ellos. En el prefacio de *
su libro The principles of protis-
tology escribio: «Some years

Figura 1. Arbol filogenético de los orga-
nismos, de Ernst Haeckel, 1866.

1+ son bacterias, no son animales,
no son plantas, no son hon-
gos”). En defensa del experimen-
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tado profesor —jcobmo no!- debemos decir que en
una fecha no tan lejana como el afio 1971 la inves-
tigadora de microorganismos de aguas oligotrofi-
cas Jane Poindexter publicoé un libro (The
MacMillan Co.) con el siguiente titulo de amplio
espectro: Microbiology. An introduction to protists.
El libro, con unas magnificas fotografias del
microscopio electrénico, estaba dedicado en gran
parte a las bacterias.

Algunos acontecimientos pueden hacer reapa-
recer vocablos de tiempos olvidados o alterar el
significado de otros. Esto ocurridé hace unos meses
con el término chapapote, incluido desde hace afios
en el Diccionario de la lengua espafola, de la Real
Academia Espafiola (DRAE). El vertido de fuel del
petrolero Prestige lo popularizé cuando los medios
de comunicacion empezaron a designar como cha-
papote las masas flotantes de fuel semisélido que
iban llegando a las costas gallegas, primero, y mas
tarde a todas las del Cantabrico. Vista la facilidad
con la que se introdujo en el lenguaje cotidiano,
podriamos pensar que es un término habitual en
el vocabulario del petréleo y sus derivados. Pero,
¢ces asi?, ¢se usa solo en Galicia?, ¢existen otros
vocablos para designar esta sustancia?

Sobre la historia de la palabra, en Internet se
puede encontrar un articulo muy bien documen-
tado de Luis ifiigo Madrigal, profesor emérito del
Departamento de Lenguas y Literaturas
Romanicas en la Universidad de Ginebra
[http://jamillan.com/chapa.htm]. De acuerdo con
ifiigo Madrigal, la primera definicion de chapapo-
te en un texto espafol la dio fray Bernardino de
Sahagun (1499-1590) en su Historia general de
las cosas de la Nueva Esparfia, donde habla del
chapopotli, intentando reproducir la fonética
nahua. De todas maneras, como indica Ifigo
Madrigal, la sustancia descrita por Sahagdn no es
la misma que hace unos meses iba llegando a las
costas de una parte de la peninsula Ibérica, aun-
que tenga algunas caracteristicas en comun: «El
chapopotli es un betin que sale de la mar, y es
como el pez de Castilla, que facilmente se deshace
y el mar lo echa de si, con las ondas [...]; viene
ancha y gorda a manera de manta y andanla a
coger a la orilla los que moran junto al mar. Este
chapopotli es oloroso y preciado entre las mujeres,
y cuando se echa en el fuego su olor se derrama lejos».

El DRAE incluye tres acepciones para este
vocablo. La primera es “asfalto mas o menos
espeso que se halla en México, las Antillas o
Venezuela”. En la segunda indica que es un sino-
nimo de “alquitran” de uso regional en Cantabria
y Galicia. Y la tercera, que es un término coloquial
venezolano para referirse a una “sustancia visco-
sa de cualquier tipo extendida por el suelo”. A

pesar de su restriccibn a Venezuela, la udltima
acepcion nos parece la mas adecuada para el
vocablo actual. EI DRAE también recoge la forma
chapopote, mas cercana a la forma original, pero
remite a chapapote. Maria Moliner, en su
Diccionario de uso del espafol, da dos significados
para el término: “asfalto de las Antillas” (indican-
do el sinbnimo chapopote) y “alquitran” (en Cuba).

Pero muy cerca de Galicia la palabra cambia de
nombre. En Asturias se conoce como galipote. El
23 de diciembre de 2002, el Diario Electronicu
Asturianu [www.asturies.com] incluia en la sec-
cion “Bilordios Filoléxicos” el articulo de Fernando
Alvarez Balbuena Galipote y chapapote (notes Ilin-
glistiqgues pa una llaceria). El autor escribe: «La
forma mas espardida pa llamar esta substancia
n'asturiano central parez ser el galipote. [...] Ye pre-
ciso sefialar que n'asturiano cola palabra galipote /
galipota non solo facemos referencia al material
gue forma eses pelles escures que con triste perio-
dicidd empuerguen les nuestres playes, sinén
tamién a la substancia que los marineros emple-
guen pa calafatiar les lanches y, en dalgunos
casos, pa impermeabilizar y protexer cellos cabos y
pieces de lona que s'utilicen nos barcosy.

Segun Alvarez Balbuena, este vocablo deriva
del francés galipot (garipot en francés antiguo),
que significa “resina de pino” y “brea para calafa-
tear”. El DRAE recoge también la palabra galipote
con este significado. EI mismo término es usado
en Euskadi por la prensa en lengua castellana.
Hasta en Galicia es posible encontrar las dos for-
mas. En una nota del 22 de diciembre de 2002 de
la web del Colexio Profesional de Xornalistes de
Galicia [www.xornalistas.com], que informaba de
la publicacion del libro Nunca mais de Suso de
Toro, aparecen las formas chapapote y galipote. La
forma galipote también esta registrada en Murcia.

Pero en el lenguaje también hay modas.
Términos nuevos o rescatados del vocabulario,
que en un momento dado aparecen en los medios
de comunicacion, quedan relegados al olvido
cuando los medios dejan de hablar del suceso que
suscité su aparicién. (Quién recuerda ahora qué
es un fletan? La llamada "guerra del fletan" —por
la pesca de dicho animal (Reinhardtius hippo-
glossoides) en aguas del Atlantico Norte- nos hizo
aprender en 1995 esa palabra, ahora de nuevo
relegada. Quizas pronto ocurra lo mismo con cha-
papote. Al fin y al cabo, muchos periddicos parece
que han olvidado el suceso que puso de moda este
término. Y ya se sabe, lo que no es noticia, no existe.

'Corliss JO (1999) Annotated excerpts from Clifford
Dobell's 88-year-old insightful classic paper, “The prin-
ciples of protistology”. Protist 150:85-98.



