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RESUMEN

La familia Lemnaceae carece de caracteristicas
morfoldgicas y anatdomicas con fines comparativos
y por ello se recurre a estudios moleculares para una
diferenciacion més precisa. En Costa Rica encontramos
del género Lemna dos especies: Lemna aequinoctialis
y Lemna valdiviana. Con el objetivo de una caracteri-
zacion molecular y diferenciacion de ambas especies se
extrajeron isoenzimas esterasas. El estudio se llevd acabo
en el Laboratorio de Genética Molecular de la Escuela
de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional,
Heredia, Costa Rica. Se utiliz6 la técnica electroforesis
en gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Se encontr¢ dife-
rencia en el patron de isoenzimas entre ambas especies.
De acuerdo con previos estudios moleculares basados
en la morfologia y anatomfa, flavonoides, isoenzimas
y secuencias de ADN de ciertos genes, ambas especies
son muy distintas; ademas pertenecen a grupos mo-
nofiléticos diferentes. Por su parte, la importancia de
esta caracterizacion molecular radica en su posible uso
como biorremediadoras, pues las esterasas han tenido
un importante papel en la biorremediacion. Asimismo,
especies de la familia Lemnaceae son muy utilizadas en
el tratamiento de aguas como biorremediadoras.

Palabras claves: Lemnaceae, Lemna, isoenzimas, este-
rasas, biorremediacion.

ABSTRACT

The Lemnaceae family lacks morphologic and
anatomical characteristics with comparative aims and
for that reason the molecular studies has been necessary

a differentiation. In Costa Rica there are two species of
Lemna: Lemna aequinoctialis and Lemna valdiviana.
With the objective of a molecular characterization and
differentiation of both species were extracted isoenzy-
mes esterases. The study was carried out in the Mole-
cular Genetics Laboratory of the School of Biological
Sciences at Universidad Nacional, Heredia, Costa Rica.
The technical electrophoresis in gel of polyacrylamida
SDS-PAGE was used. It was difference in the pattern of
isoenzymes between both species. According to previous
molecular studies based on morphology and anatomy,
flavonoides, isoenzymes, and DNA sequences of certain
genes both species are very different; in addition they
belong to different monophyletics groups. On the other
hand, the importance of this molecular characterization is
its possible use in water treatment, because the esterases
have had important in the bioremediation. Also, species
of the Lemnaceae family are used in the water treatment
like bioremediation.

Keywords: Lemnaceae, Lemna, isoenzyme, esterases,
bioremediation.

INTRODUCCION

La familia Lemnaceae (monocotiledoneas)
son plantas acuaticas formadas por cinco géneros
y 38 especies, representan las angiospermas mas
pequenas del mundo. Se localizan en todos los
continentes excepto la Antartica, su amplio rango
de distribucion hace que cada género y especie
poseaunadistribucidn caracteristica (Cross, 2002).
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Para realizar este estudio se utilizaron dos especies
del género Lemna: Lemna aequinoctialis y Lemna
valdiviana. Una de las especies de Lemnaceae con
mayor distribucion geografica es Lemna aequinoc-
tialis (Crawford et al., 2001), crece en regiones
tropicales y subtropicales y ha sido introducida en
regiones templadas. En Costa Rica crece desde el
bosque seco a muy hiimedo, estanques y lagunas
poco profundas; distribuida a lo largo de la ver-
tiente del caribe y el pacifico. Lemna valdiviana
se puede encontrar en la Cordillera Volcanica
Central, Cordillera Volcanica de Talamanca y Fila
Costena (alrededores de San Vito). Sin embargo,
puede crecer en el bosque muy hitmedo, albercas y
lagos poco profundos, pantanos y rocas himedas.
Crece en héabitats mas himedos y en elevaciones
mas altas que L. aequinoctialis (Grayum, 2003).

Estas especies poseen gran cantidad de
proteina que las han convertido en una rica fuente
de alimento para diversos animales, ademas re-
cientemente se les ha atribuido un alto potencial
biorremediador (Valderrama et al., 2002).

De esta forma, en los altimos anos, se han
intensificado los estudios en la caracterizacion y
diferenciacidn en este género. Sin embargo, este
grupo posee una informacion insuficiente para
estudios filogenéticos, debido a que carece de
propiedades morfoldgicas y anatomicas para fines
comparativos (Les etal.,2002). Es porestoy conel
fin de obtener datos mas precisos con respecto a la
variacion geograficadentro de especies, divergencia
genética y larelacion entre especies, que se recurre
a estudios moleculares (Crawford et al., 2001).

Estudios recientes han investigado isoen-
zimas y ADN. De esta manera se ha iniciado un
estudio filogenético intenso, reuniendo datos de
unaextensavariedad de fuentes como: morfologia,
macromoléculas, isoenzimas y secuencias de ADN
(Les et al., 2002).

Los estudios en los patrones de enzimas
contribuyen al conocimiento de la variabilidad de
diferentes especies. Este analisis permite establecer
diferencias no detectables desde el punto de vista
morfologico (Estrada et al., 1997). Por lo tanto, la
variacion isoenzimatica en el nivel intraespecifico
ha sido estudiada en varias especies, con el fin de
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diferenciar poblaciones dentro de una especie o
complejo de especies. Por ende, las diferencias en
los patrones electroforéticos son de gran importancia
sistematica, pues ademas indican una variacion en
laestructura de las proteinas como un efecto directo
de la variacion génica entre taxones (Solis y Faloci,
2000).

Por otra parte, las esterasas son enzimas que
han mostrado un papel importante en el tratamiento
de aguas contaminadas, pues se han detectado en
plantas responsables de la destoxicacion y degra-
dacion de varios pesticidas (Karthikeyan et al.,
2005). Especies de la familia Lemnaceae son de
las mas utilizadas en el tratamiento de aguas y han
revelado un importante papel en labiorremediacion
(Valderrama et al., 2002). Existen trabajos en los
que se demuestra la intervencion de las esterasas
en laresistencia a organofosforados y piretroides; y
se ha sugerido su participacion en la destoxicacion
de los carbamatos.

Ademas, estudios electroforéticos muestran
un gran polimorfismo para las enzimas esterasas
en poblaciones de insectos, relacionadas de forma
diversaen laresistencia a insecticidas (Bissetetal.,
1996). Por ejemplo, se ha descrito la presencia de
enzimas esterasas destoxicantes en cepas resistentes
aorganofosforados enlarvas de B. microplus (Bisset
etal., 1996).

Con el objetivo de una caracterizacion
molecular para la diferenciacion de estas espe-
cies, se extrajeron isoenzimas esterasas de Lemna
aequinoctialis y Lemna valdiviana. Por su parte,
la importancia de esta caracterizacidon molecular
en estas especies, y la presencia de estas enzimas
esterasas, radica en su posible uso como biorreme-
diadoras.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo fue realizado en el Labora-
torio de Genética Molecular y Biotecnologia de
la Universidad Nacional, Heredia, Costa Rica.
Para el analisis electroforético se utilizd gel de
poliacrilamida SDS PAGE, segiin el protocolo de
Laemmli, 1970. El analisis estadistico se realiz6 con
el programa Biodiversity Pro version 2, Londres,
UK. Para la preparacion de la muestra de Lemna
valdiviana se homogeneizd en un mortero con
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buffer de extraccidn (buffer separador 1.5 M Tris-
HCL, pH 8.8, glicerol 50%, azul de bromofenol
0.08%) en relacion de 1 gramo de muestra/2 ml,
100 ul PVPP 10% y una punta de arena. Luego se
centrifug6 a 10.000 rpm 4 minutos. El miliamperaje
fue de 2 a 11 mA durante 6 horas, aumentando el
amperaje aproximadamente 2 mA cada hora. En
Lemna aequinoctialis se homogeneizd con buffer
de extraccion (buffer separador 1.5 M Tris-HCL,
pH 8.8, glicerol 50%, azul de bromofenol 0,08%,
SDS 10% y 2-mercaptoetanol), y el miliamperaje
fue de 2 a 4 mA durante 3 horas y media. Para el
revelado del gel se utilizd alfa naftil acetato, beta
naftil acetato y fast blue RR-salt. Se calcularon los
Rf (movilidad electroforética relativa) para cada
una de las bandas isoenzimaticas segin Lomonte,
1991.

RESULTADOS
Elanalisis estadisticorealizado con la prueba
Kruskal-Wallis mostrd que no existe similitud (0%)

entre estas dos especies.

DISCUSION Y CONCLUSION

-

Figura 1. Patron de isoenzimas esterasas. A)
Gel discontinuo SDS PAGE al 10 y 4%. Pre-
sencia de cuatro bandas de esterasas en Lem-
na valdiviana. B) Gel discontinuo SDS PAGE
al 12 y 4%. Presencia de cuatro bandas de
isoenzimas en esterasas en Lemna valdiviana.
C) Gel continuo SDS PAGE al 10%. Presen-
cia de tres bandas de isoenzimas esterasas en
Lemna aequinoctialis.

L. L. L.
Rf valdiviana
(gel: 12%)

B
=

valdiviana
(gel: 10%)

aequinoctialis

(mm) (gel: 10%)

Figura 2. Muestra el patron de bandas isoen-
zimas esterasas. Lemna valdiviana (gel sepa-
rador 12%). Lemna valdiviana (gel separador
10%). Lemna aequinoctialis (gel separador
10%). Rf (movilidad electroforética relativa)
segin Lomonte, 1991.

Eldistinto patron de isoenzimas esterasas en
ambas especies puede deberse a que pertenecen a
grupos monofiléticos distintos. Estudios basados en
un amplio analisis filogenético que incluye todas las
especies de Lemnaceae actuales, usando mas de 4
700 caracteres que incluyen morfologia y anatomia,
flavonoides, isoenzimas y secuencias de ADN de
ciertos genes de cloroplasto e intrones, representan
aambas especies en grupos monofiléticos distintos
(Lesetal.,2002). El analisis de isoenzimas permite
diferenciar especies muy similares entre si. En el
caso de Lemna aequinoctialis, que ha sido compa-
rada con Lemna perpusilla, a pesar de que las dos
especies comparten una alta identidad de loci de

41



Jiménez, Salas y Acuha. Caracterizacion molecular por patrones electroforéticos de isoenzimas esterasas

isoenzimas mas que otra especie de Lemna y son
parecidas en morfologia y secuencias de ADN, se
consideran distintas especies debido a sus diferentes
patrones de isoenzimas (Crawford et al., 2001).

Teoricamente, la aparicidon de isoenzimas
puede estar relacionada con la contaminacion es-
pecifica del medio ambiente. Estudios en especies
de la familia Lemnaceae expuestas y no expuestas
a aguas contaminadas con metales pesados han
mostrado variacion de isoenzimas en esterasas.
La presencia de mas isoenzimas en la poblacion
expuesta a metales pesados puede cumplir un
rol importante en la adaptacion de Lemna a estas
condiciones (Suman et al., 2004). Por lo tanto,
estudios de polimorfismos de isoenzimas pueden
servir como un sistema de monitoreo para evaluar
efectos de estrés en contaminaciones especificas al
medio ambiente.

Por otra parte, estudios en Lemna minuscu-
la perteneciente al mismo grupo monofilético de
Lemna valdiviana han demostrado una viabilidad
en combinacidn con microalgas para la biorreme-
diacion de desechos industriales recalcitrantes sobre
el agua (Valderrama et al., 2002). Asimismo, otras
especies han sido utilizadas en esta area, como
en el caso de Lemna gibba para el tratamiento de
desechos domésticos en ciertas condiciones, con
el fin de precipitar nitrdgeno y lograr una reutili-
zacidn de nutrientes (Zimmo et al., 2004). De esta
manera, la presencia de enzimas esterasas en L.
valdivianay L. aequinoctialis abre las puertas para
mas investigacion, con el fin de determinar cuales
son especificamente. También, se podria evaluaren
estanques con estas dos especies como una opcion
parael tratamiento de aguas sucias, aspirando auna
recuperacion y reutilizacion de nutrientes.

En Costa Rica el deterioro de ambientes
atmosféricos, acuaticos y terrestres ha sido lento
y evidente. Sin embargo, muchas industrias han
implementado tecnologfas limpias, pero a un
paso lento (Alfonso, 2002). Por tanto, el estudio
de posibles plantas biorremediadoras, como son
estas dos especies, da la posibilidad de una opcion
econdmica y con menos dano al ambiente.
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