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RESUMEN.- Adultos del molusco Limax flavus recolectados de los jardines de Quito, Ecuador,
fueron adaptados al laboratorio después de lo cual se desarrollé una metodologia para obtener
muestras de sus secreciones tanto del dorso como del pie; la concentracion total de carbohidratos y
de proteinas de estas secreciones fueron analizadas con orcinol sulfarico y &cido bicinconinico
BCA respectivamente. En las secreciones del dorso se encontré un promedio de 17875 ug de
carbohidratos y 19228 g de proteina por cada muestra de secrecion liofilizada, en contraste con
1297 ug de carbohidratos y 3187 g de proteinas por muestra liofilizada del pie, es decir 14 veces
mas carbohidratos y 6 veces mas proteinas presentes en promedio en las secreciones del dorso
comparadas con las encontradas en las secreciones del pie. La caracterizacion de las proteinas se
hizo con electroforesis en gel de poliacrilamida con sodio dodecyl sulfato SDS-Page utilizando
muestras procesadas con cloroformo. Se identificaron bandas proteicas de diferentes pesos
moleculares en las secreciones del dorso y del pie en un rango que va desde 304 a 6 kD. Se reporta
que las secreciones del dorso de L. flavus contienen carbohidratos y proteinas méas concentrados,
pegajosos y con mas numero de bandas, comparado con las encontradas en las muestras del pie.
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ABSTRACT.- Mollusks of the genus Limax flavus were collected from gardens of Quito,
Ecuador, in order to study their external secretions. The adults were adapted to laboratory
conditions and a methodology was developed to collect secretions from slugs’ backs and feet. The
total amounts of carbohydrates and proteins were analyzed with orcinol sulfuric and bicinchoninic
acid BCA. An average of 17875 pg of carbohydrates and 19228 pg of protein was found for the
mucus (liofilized) secreted from the dorso. This value is then compared to an average of 1297 pg
of carbohydrates and 3187 pg of protein per liofilized mucus collected from the foot section. The
average values obtain from dorsal sections represent 14 times more carbohydrates and 6 times
more protein in the dorsal secretion as compared to the average values collected from the foot.
Protein characterization was done with sodium dodecyl sulfate SDS-Page polyacrilamide gel
electrophoresis , using samples treated with chloroform. Protein bands of different molecular
weights in the rank of 304 to 6 kD, were present in sticky dorsal secretions, other bands were
found in the foot fluids. This research reports important differences in the composition and
amount of carbohydrates and proteins between the back and foot secretions of L. flavus.

KEYWORDS: Limax flavus, carbohydrates, proteins, secretion

INTRODUCCION

Los moluscos pulmonados terrestres conocidos como babosas por la presencia de sus
secreciones que delatan el lugar por donde se han desplazado, son invertebrados desnudos, de
cuerpo humedo, blando, pegajoso, no segmentado (1) que varian en longitud, masa y color
segun la familia y la especie. El contorno de una babosa tipica es alargado, terminado en punta,
con la masa visceral dentro de la cavidad de su cuerpo (2).

Limax flavus (Linnaeus, 1758) esta distribuida en toda Europa (3) y ha sido introducida hace
afios en Japon, en América del Norte y del Sur, en Africa del sur y en Australia. Es comdn

encontrarlas en jardines, calles o alcantarillas, campos o en otros lugares himedos y templados.



En Ecuador esta distribuida en toda la Sierra (4) y se la considera una plaga de vegetales tanto en
zonas urbanas como en el campo.

El mucus secretado por estas babosas ha despertado variado interés entre fabricantes de
sondas roboticas o en los estudios de adhesivos biodegradables (5) o en su habilidad para
antagonizar con neurotoxinas (6). EI mucus estd constituido por al menos agua, electrolitos y
glicoproteinas (7) y su funcion en estos gastropodos es la de proteger, lubricar y asistirles en su
motilidad.

La secrecion de la suela pedia es casi incolora (3) e interviene en la fijacion del molusco al
sustrato, lo que permite su movilizacion, proceso conocido como locomocion adhesiva. Ademas
este rastro fluido que va dejando mientras se mueve lentamente, contiene informacion direccional
que es usada para identificacion, acoplamiento y depredacion (5). Tanto las babosas como sus
parientes los caracoles, usan esta delgada barrera de mucus como un mecanismo de proteccion
contra procesos de desecamiento (8).

Las secreciones del dorso pueden ser ligeramente anaranjadas, amarillas o un tanto incoloras
(3). Su produccion que generalmente ocurre cuando el molusco se siente amenazado, puede ser
considerada como un mecanismo de defensa; la secrecién se produce como un fluido bastante
liquido, luego se vuelve gelatinoso y pegajoso en pocos segundos (9,10).

No se conoce de estudios hechos en el pais en cuanto a la caracterizacién macromolecular de
las secreciones de dorso y de pie de L. flavus locales. El objetivo de nuestro trabajo fue por lo
tanto, iniciar estudios moleculares con la identificacion y caracterizacién de carbohidratos y
proteinas expresados en estos fluidos considerados como argamasas de biosefiales con algunas

funciones alin desconocidas.

MATERIALES Y METODOS



Recoleccion e identificacion de individuos.- Los individuos fueron recolectados en el norte
y sur del Distrito Metropolitano de Quito y del Valle de Los Chillos, Provincia de Pichincha. Se
usaron contenedores plasticos para el transporte de adultos al laboratorio donde fueron trasladados
a terrarios abiertos (30 x 25 x 20 cm) con una base de tierra de 4 cm de espesor la cual se
mantuvo himeda al afiadirle semanalmente por aspersion 20 cm3 de agua destilada estéril. Se
incluyo, dos veces por semana, hojas de lechuga fresca (Lactuca sativa) que les sirvieron de
alimento (11). Luego de semanas de ambientacidn y sobrevivencia, se intentaron varios métodos
de extraccion y recoleccién del mucus tanto del pie como del dorso de cada individuo.

Extraccion de muestras.- Antes de proceder con la recoleccion de las secreciones, los
animales fueron transferidos a cajas de Petri limpias y estériles, luego fueron lavados con agua
destilada y se procedié a remover contaminantes como restos de tierra, comida y heces (5).
Seguidamente se les trasladé nuevamente a otras cajas de Petri, igualmente limpias y estériles, en
las que caminaban libremente. EI mucus del pie que quedaba en la caja (aproximadamente 5 ml
por individuo), se recogia con la ayuda de una espatula y se guardaba en tubos Eppendorf de 1,5
ml. ElI mucus dorsal en cambio, fue recolectado frotando suavemente el dorso de las babosas con
una espatula y el fluido que resultaba (aproximadamente 2.5 ml por individuo) se lo recogid
igualmente en tubos Eppendorf de acuerdo a la técnica de Pawlicki et al, 2004 (10). Esta opcion
de recoleccion de muestras se repitio 2 veces a la semana durante varias semanas.

Los tubos rotulados con las muestras recolectadas fueron envueltos en papel aluminio para
protegerlos de la luz, luego fueron guardados y conservados a -20° C (7, 12) hasta su uso.

Concentracién de muestras.- Las muestras fueron concentradas por sublimacion mediante
liofilizacion. Previo a la liofilizacion, tanto las muestras del pie como las del dorso almacenadas a
-20°C fueron descongeladas, luego trasvasadas a tubos Falcon de 15 ml de capacidad
(previamente pesados y rotulados) en volimenes de 2.5 0 5 ml por tubo. Las muestras en los tubos

fueron subsecuentemente congeladas a -80° durante al menos 15 h. Al dia siguiente se procedio



con la liofilizacion durante 8 h en un equipo Freeze Dryer 5SL. Una vez terminado este proceso,
se pesaron los tubos en una balanza analitica para calcular rendimientos y se guardaron los
liofilizados a 4° C en los mismos tubos en los que se realizé el proceso.

Espectrofotometria de muestras.- Para medir la concentracion de
carbohidratos en la secrecion producida por el dorso o por el pie, se uso la prueba de
orcinol- sulfarico (13, 14), modificando el protocolo de Briickner, 1954 (15).

Glucosa (Difco) fue utilizada como muestra estandar en diferentes concentraciones: 0, 125,
250, 500, 750, 1000, 1500 y 2000 ug por ml de reactivo. Un total de 38 mg de muestra liofilizada
de mucus de pie obtenidos de seis muestras y 38 mg de mucus liofilizado de dorso obtenidos de
una sola muestra, fueron disueltos en 200 ul de sodio dodecyl sulfato (SDS) al 1% por cada
miligramo de mucus seco (13) en un volumen total de 7.6 ml. De este volumen, (conteniendo 5
mg de liofilizado por ml) se tom6 0.5 ml de muestra y se afiadio 0.5 ml de orcinol al 4%
recientemente preparado, se calentd rapidamente hasta ebullicion, luego se enfrié en hielo picado
y se afladio lentamente gota a gota 1 ml de 4cido sulfurico 98 % (May & Baker) para obtener un
volumen de 2 ml . Se tomd 1 ml de este ultimo compuesto (conteniendo 1250 ug de liofilizado
por ml) y 1 ml de cada dilucion de los estandares para determinar la concentracion de azlcares
usando un espectrofotometro (Thermo Scientific) a una longitud de onda de 540 nm.

La determinacion del contenido proteico de los dos tipos de secreciones se realizd con el
ensayo conocido como acido bicinconinico (BCA) de Pierce Chemical Co. Thermo Scientific (5,
9, 10, 13, 14, 16), siguiendo el protocolo similar al procedimiento en tubos que se utiliz6 para los
carbohidratos. En este caso, los tubos conteniendo albumina bovina (Pierce) en concentraciones
de 0, 25, 125, 250, 500,750, 1000, 1500 y 2000 pg por ml de reactivo, fueron utilizados como
proteinas estandar.

Una vez disueltos en 1% SDS los 38 mg de liofilizados tanto del pie como del dorso, se

tom6 0.5 ml de cada muestra y 0.5 ml de reactivo SDS-Page hasta completar 1 ml de cada muestra



(conteniendo 2500 ug de liofilizado por ml) y se procedio a calentarlos en bafio maria por 30
minutos a 37° C, luego se midieron las absorbancias espectrofotométricas a 562 nm
conjuntamente con los estandares en celdas conteniendo 1 ml.

Preparacion de muestras y caracterizacion de proteinas.- Las muestras de dorso y de pie
tanto crudas (50 mg) como liofilizadas (2 mg) fueron homogenizadas en 100 pl de TRIS- HCI 1
M, pH 7.4 y sometidas a diferentes tratamientos previo a la electroforesis, modificando los
protocolos usados por Smith y Morin, 2002 (13) y Rosenberg, 2005 (17).

Se usaron 7 procedimientos diferentes de desnaturalizacion proteica pero en el presente
articulo solo nos referimos a la desnaturalizacion con un volumen de cloroformo 99.9 %
(tricloruro de metilo, Mallinckrodt) y uno de muestra; esta mezcla fue incubada a temperatura
ambiente durante 20 min, luego fue centrifugada a 10000 rpm en una centrifuga Spectrofuge 24D
durante 5 min. Se removio el sobrenadante y el pellet fue disuelto en 3 volimenes de Tris-HCL
para proceder luego a calentarlo o no durante 1 min en agua en ebullicion como tratamiento previo
al analisis electroforético del precipitado.

Electroforesis en geles de poliacrilamida.- La caracterizacion proteica se llevo a cabo en
geles de poliacrilamida con sodio dodecyl sulfato SDS-Page, modificando procedimientos
anteriores (18,19). Las proteinas del dorso y del pie desnaturalizadas con cloroformo, fueron
separadas en geles de poliacrilamida al 8% con electroforesis unidireccional. Los geles tenian un
espesor de 8 mm con 10 pocillos para las muestras. La capacidad de los pocillos fue de 35 pl. Se
cargd en cada pocillo 25 pl de muestra y 5 pl de tampoén de carga que consistié de 20% glicerol,
10% SDS, 10% b-mercaptoetanol, 1 % 0.003 M Azul de Comassie en una cantidad suficiente de
1.12 M Tris para 100 %. El marcador molecular SeeBlue®Plus 2 Pre Stained Standard de
Invitrogen (10 pl por posillo) permitid visualizar rangos de pesos moleculares en kilo Daltons
(kD) de las diferentes bandas obtenidas de 4 muestras de cada secrecidn y de cada tratamiento. Las

bandas reportadas son el resultado de 4 repeticiones.



El gel corrié en tampdn 1X de TRIS/ HCI, pH 8.3, en una cadmara de electroforesis Fisher
Scientific FB-VE10-1, a 130 V, durante 1: 40 h a 2 h aproximadamente o hasta que el buffer de
carga se ubique a 0.5 cm del borde inferior del gel.

Tincidn del gel con Azul de Comassie.- Las proteinas separadas en el gel por electroforesis
fueron coloreadas con el tinte Azul de Comassie al 0.2 % en 33 % metanol y 67 % acido acetico.
Se coloco el gel en una fuente conteniendo el tinte y se le calenté en un horno microondas
Panasonic durante 1 min. Para remover la coloracion no fijada se agit6 el gel durante 20 min,
luego se procedio a lavarlo con abundante agua destilada y se le coloc6 durante 2 h en 400 ml de
una solucion de destefiido que consistio de 40 ml de &cido acético, 180 ml de metanol y 180 ml de
agua destilada, para ser calentado nuevamente en el horno microondas durante un minuto.
Seguidamente se agitd el gel manualmente durante 15 min y se procedio a lavarlo con agua
destilada. El gel fue expuesto a la solucién de destefiido y a calentamiento las veces que fueran
necesarias hasta poder observar las bandas proteicas.

Una vez revelados los geles, se les fotografié con una camara digital Canon y los resultados

fueron analizados con el programa Photocapt.

RESULTADOS

Espectrofotometria de muestras.- Se determind que la concentracion de carbohidratos
(Tabla 1) en el mucus del dorso es mayor que en el mucus del pie (Tabla 2). Una muestra de 0.5
ml tomada de los 7.6 ml en los que se disolvi6 los 38 mg de muestra liofilizada resultante de una
colecta de 2.5 ml de secrecién dorsal, fue mezclada con 0.5 ml de orcinol 4% y 1 ml de acido
sulfurico para dar un volumen de 2 ml. De este volumen se tomé 1 ml conteniendo 1250 pg de
liofilizado que dieron una absorbancia de 0.34, promedio de 5 repeticiones a una longitud de onda

de 540 nm; lo que equivale a una concentracion de 588 ug de carbohidratos por ml de reactivo.



Los célculos sefialan una concentracion de carbohidratos equivalentes a 17875 ug promedio por
secrecion dorsal liofilizada.

Las muestras de pie dieron una absorbancia promedio de 0.27 equivalente a una
concentracion de 256 g de carbohidratos por ml de reactivo o a una concentracion de 1297 ug de
carbohidratos por secrecion liofilizada de pie, siendo asi que cada secrecién promedio obtenida
del dorso contiene 14 veces mas carbohidratos que una secrecion promedio obtenida del pie (z =
-2.643; p = 0.008).

Las absorbancias y las concentraciones proteicas de las muestras de mucus dorsal se
presentan en la Tabla 3. Las muestras de las secreciones del pie presentaron una absorbancia
promedio de 1,58 a 562 nm, equivalente a 1265 g de proteina por ml de reactivo igual a 19228
pg de proteina por muestra de secrecion dorsal.

La absorbancia promedio del mucus del pie fue de 1.54 correspondiente a una
concentracion de 1258 pg de proteina por ml de reactivo igual a 3187 pg de proteina por
secrecion promedio liofilizada (Tabla 4). Es decir que el contenido de proteinas de la secrecion
promedio producida por el dorso es 6 veces mas rica en proteinas que su equivalente producida
por el pie (z= -2.309; p = 0,021).

Electroforesis en geles de poliacrilamida.- Las secreciones tratadas con cloroformo vy
luego calentadas o no en agua a ebullicion, presentaron bandas proteicas de diferentes pesos
moleculares (Tablas 5 y 6, figura 1). Con las secreciones del dorso (Tabla 5) crudas y calentadas
se obtuvo 17 bandas con pesos moleculares diferentes en el rango de 304 a 8 kD, mientras que con
la misma secrecion sin calentamiento se obtuvieron 13 bandas con pesos moleculares entre 289 y
7 kD. Con otras secreciones liofilizadas calentadas se observaron 10 bandas entre 268 y 8 kD
mientras que al no calentarse se separaron 12 bandas cuyos pesos fluctuaron entre 268 y 6 kD.

Las secreciones del pie (Tabla 6) crudas y calentadas mostraron 8 bandas con pesos entre

250 y 9 kD mientras que las mismas muestras sin calentamiento previo solo dieron 6 bandas entre



265y 12 kD. Otras secreciones liofilizadas y calentadas mostraron 13 bandas de 287 a 9 kD; con

muestras sin calentamiento previo se obtuvieron 12 bandas, entre 287 y 13 kD.

DISCUSION

Limax flavus fue identificado por la coloracién gris verdosa de la piel del dorso, la ausencia
total de concha, el color claro de la suela pedia, la secrecion color plata transparente del pie y el
color crema anaranjado del fluido del dorso, caracteristicas que se utilizaron para identificar y
diferenciarlo facilmente de otros moluscos como Veronicella o Sarasinula (3) igualmente
presentes en nuestro medio (4).

La adaptabilidad de L. flavus a las condiciones del laboratorio, la facilidad para la
recoleccion de secreciones y el cuidado para evitar contaminacion entre secreciones, facilitaron la
conduccion de este estudio. Se pudo demostrar que méas del 98 % del volumen de las secreciones
estaba constituido de agua sublimable y de una minima cantidad de producto liofilizado, entre 6 y
38 mg por muestra colectada, sea de pie (5 ml) o de dorso (2.5 ml) respectivamente, lo que
demuestra que las secreciones del dorso son como 6 veces mas ricas en masa liofilizable que las
del pie, aunque esta entendido que algo de sélidos se pierden cuando se remueven los cristales de
agua. Porcentajes mas o menos similares han sido reportados en la composicion de otras
secreciones como en las de Lehmannia valentiana , igualmente en las secreciones de otros
gastropodos o en la de algunos gusanos (9, 13, 14, 16).

El reactivo orcinol-acido sulfurico, permitié estimar reacciones colorimétricas de
carbohidratos conteniendo hidrofenoles formados por condensacién de furfurales e
hidroximetilfurfurales con &cidos minerales fuertes como el acido sulfurico, a temperaturas,
tiempos, concentraciones y absorbancias estandarizadas (15). Estas reacciones detectaron
colorimétricamente y por espectrofotometria (a 540 nm) la presencia y la cantidad de

carbohidratos tanto en el dorso como en el pie de L. flavus. Se reporta 17875 pg de carbohidratos



en 38 mg de muestra promedio de 2.5 ml tomada del dorso, a diferencia de las secreciones del pie
donde se encontr6 en promedio 1297 ug de carbohidratos en 6.3 mg de liofilizado en los 5 ml
promedio de muestra.

Las secreciones del dorso son por lo tanto 14 veces mas ricas en cantidad de carbohidratos
comparadas con las del pie lo que les hace diferentes a las dos secreciones, al menos en
concentracion y en capacidad adherente de los carbohidratos, esta Ultima propiedad parece
depender proporcionalmente de la concentracion molecular, entre otros.

La deteccion y cuantificacion de proteinas con BCA-Pierce (Thermo Scientific) en el rango
de 20 a 2000 pg por ml, se basa en la propiedad de las proteinas para reducir Cu+2 a Cu+1 en
medio alcalino y de la habilidad del &cido bicinconinico para quelar Cu+1 y formar complejos
hidrosolubles de color que absorben luz a 562 nm, proporcional a la concentracién de las
proteinas.

Con esta metodologia se encontré6 19228 pg promedio de proteina por muestra de dorso.
Mientras que en el pie solamente se obtuvo 3187 ug de proteina por muestra recolectada. Es decir
6 veces mas proteina promedio en las secreciones del dorso que en las del pie.

Los datos igual indican que en las secreciones del dorso, tanto los carbohidratos (17875
pg/muestra) como las proteinas (19228 pg/muestra) estan presentes en similares proporciones (de
un total de 38 mg de liofilizado promedio por muestra), lo cual es poco usual si se tratara de
glicoproteinas convencionales, mientras que en las del pie, como si fueran glicoproteinas
comunes, hay como 3 veces mas proteinas (3187 ug/muestra) que carbohidratos (1297
png/muestra), de un total de 6.3 mg de liofilizado obtenidos de una colecta promedio. Estos datos
también indican que tanto en las secreciones del dorso como en las del pie deben existir otros
solidos liofilizados aparte de los carbohidratos y proteinas estudiados. Los resultados igual
explican por qué las secreciones del pie son mas fluidas que las del dorso y por qué estas ultimas

son mas viscosas, no solamente por la mayor cantidad de liofilizado encontrado por unidad de
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volumen, sino también por el alto contenido (poco comdn) de carbohidratos y proteinas
mucilaginosas presentes en dichas secreciones dorsales.

Es interesante el hecho de no haber podido correr electroforesis con las muestras liofilizadas
o frescas en vista de que no se solubilizaban adecuadamente en el buffer de carga. La limitacion
de complejos similares para poder correr en geles electroforéticos también fue reportado en L.
valentiana (5), de ahi que se hizo necesario desnaturalizar las secreciones proteicas siguiendo
varios procedimientos, la mayoria de ellos no discutidos en este trabajo.

El cloroformo es solvente de mucinas, grasas y aceites hidrofobicos, debido a su caréacter
polar, 1o que nos hace suponer que fracciona los componentes proteicos de los muco y glico
compuestos, permitiendo que aniones detergentes como el SDS sodio dodecylsulfato del grupo de
los alquilsulfatos forme enlaces por condensacion, disminuya la tension superficial y denature a
las fracciones proteicas (20), volviéndolas solubles y facilmente separables en  geles
electroforeéticos.

Con esta metodologia se observo un patron similar de bandas proteicas tanto en las muestras
de mucus dorsal (de 304 a 6 kD) como en las del pie (de 287 a 9 kD), encontrandose bandas
similares (de 250 kD para arriba) pero notoriamente con méas bandas pequefias (13 bandas de 15
kD para abajo) en el dorso comparado con el pie (5 bandas) . Un patron similar se reporta en L.
valentiana (5) y A. subfucus (10).

Se observa en general, un mayor numero de bandas en las secreciones crudas y liofilizadas
calentadas comparadas con las que no fueron sometidas a calentamiento y esto se podria esperar
porque la adicién de calor a estas muestras aumentaria la actividad molecular de los reactivos, por
ende la disgregacién proteica.

La presencia de un mayor nimero de bandas proteicas en las secreciones del dorso (52 en
total), comparadas con las del pie (39 bandas), podrian explicar, en parte, las diferencias entre las

dos secreciones que se notan inclusive al tacto. La del pie es una secrecion con pocas proteinas
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(6 veces menos) y carbohidratos (14 veces menos) comparado con lo encontrado en el dorso. La
secrecion del pie, pierde agua rapidamente, se vuelve un polvo delicadamente escamoso al tacto y
al restregarlo suavemente se separa en hojuelas entretejidas muy finas, parcialmente solubles y
con capacidad surfactante. En cambio la secrecion del dorso aparece liquida inicialmente, luego a
los pocos segundos se vuelve un gel adhesivo y viscoso.

La capacidad adherente 0 pegajosa de la secrecion dorsal responderia a la presencia de
proteinas conjugadas como las glicoproteinas insolubles y entrecruzadas, dificiles de
desnaturalizar, conocidas como mucinas (21, 10, 9); la proteina prostética se esterifica via enlaces
glicosidicos con los grupos amino o carboxilico y una importante fraccion de sacéridos o
aminosacaridos de la familia de las aldosas y pentosas como parece insinuar otro de nuestros
estudios no reportados en el que se encontrd que los carbohidratos, a los que hacemos referencia,
eran polisacaridos formados méas que nada por pentosas. Son estos polisacaridos covalentemente
unidos a las proteinas los que influencian en la estructura, funciones de reconocimiento molecular
y estabilidad de las glicoproteinas.

Probablemente otros complejos insolubles de proteina-polisacaridos, con una relacion 3 de
proteina por 1 de carbohidratos (casi tipico de una glicoproteina), menos adhesivos al tacto,
fueron los que también se encontraron en las secreciones del pie.

Fracciones proteicas pequefias (de hasta 60 kD) consideradas importantes en la mecéanica de
la formacion de geles adhesivos (9), fueron encontradas tanto en las secreciones del pie (12 bandas
totales) como en las del dorso (17 bandas totales), en mayor cantidad en esta Gltima secrecion
notoriamente mas adhesiva que la del pie. No sabemos si todas o algunas de las bandas proteicas
encontradas con bajos pesos moleculares son fracciones de otras mas grandes o si son
componentes naturales de la secrecion.

Quiza estas diferencias significativas en las cantidades y cualidades de proteinas y

carbohidratos encontrados en nuestros estudios con L. flavus, nos ayuden a entender algunas
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propiedades adhesivas, protectoras, surfactantes, receptoras o antagonicas de sefiales (5, 8, 9, 10,

22) atribuidas a algunas secreciones de molusca.
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Figura 1. Electroforesis de secreciones crudas y liofilizadas tratadas con cloroformo
1. DLS, 2. Marcador SeeBlue Plus, 3. DLC, 4. DCS, 5. DCC, 6. PLS, 7. PLC,
PCS, 9. PCC.
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Tabla 1. Concentracion de carbohidratos en muestras de secreciones del dorso
de Limax flavus. Los pg/muestra se obtienen multiplicando los pg/ml reactivo por 2 'y
por 2 (volumen del reactivo) y por 7.6 (volumen de la muestra analizada). Los pg/ml
reactivo se obtienen de la curva de absorbancia de los estandares.

Muestra Absorbancia ug/ml reactivo pg/muestra
(540 nm)

1 0.42 840 25536

2 0.35 650 19760

3 0.30 400 12160

4 0.30 400 12160

5 0.35 650 19760
Promedio 0.34 588 17875

Tabla 2. Concentracion de carbohidratos en muestras de secreciones del pie de
Limax flavus. Los pg/muestra se obtienen multiplicando los pg/ml reactivo por 2 y por
2 (volumen del reactivo), por 7.6 (volumen de la muestra analizada), dividido para 6
(numero de muestras liofilizadas). Los pg/ml reactivo se obtienen de la curva de
absorbancia de los estandares.

Muestra Absorbancia pg/ml reactivo pHg/muestra
(540 nm)

1 0.30 400 2027

2 0.21 100 507

3 0.28 190 963

4 0.30 400 2027

5 0.28 190 963
Promedio 0.27 256 1297
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Tabla 3. Concentracion de proteinas en muestras de secreciones del dorso de
Limax flavus. Los pg/muestra se obtienen multiplicando los pg/ml reactivo por 2
(volumen del reactivo) y por 7.6 (volumen de la muestra analizada). Los pg/ml reactivo
se obtienen de la curva de absorbancia de los estandares.

Muestra Absorbancia pg/ml reactivo pg/muestra
(562 nm)
1 1.43 1060 16112
2 1.56 1250 19000
3 1.67 1390 21128
4 1.64 1360 20672
Promedio 1.58 1265 19228

Tabla 4. Concentracién de proteinas en muestras de secreciones del pie de
Limax flavus. Los pg/muestra se obtienen multiplicando los pg/ml reactivo por 2
(volumen del reactivo), por 7.6 (volumen de la muestra analizada), dividido para 6
(ndmero de muestras liofilizadas). Los pg/ml reactivo se obtienen de la curva de
absorbancia de los estandares.

Muestra Absorbancia ug/ml reactivo pg/muestra
(562 nm)
1 1.68 1400 3547
2 1.60 1300 3293
3 1.65 1370 3471
4 1.24 960 2432
Promedio 1.54 1258 3187
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Tabla 5. Identificacion proteica de las secreciones del dorso en geles de SDS-
Page. Los numeros corresponden al peso molecular de la banda en kilo Daltons (kD).

DCC DCS DLC DLS
304 289 268 268
285 276 267 157
257 271 148 148
254 267 143 135
235 228 137 70
145 168 135 69
142 165 63 40
141 148 57 38
135 146 9 12
131 64 8 11
128 10 8
62 8 6
23 7

14

13

10

8

DCC: Dorso crudo calentado, DCS: Dorso crudo sin calentar, DLC: Dorso

liofilizado calentado, DLS: Dorso liofilizado sin calentar
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Tabla 6. Identificacion proteica de las secreciones del pie en geles de SDS-Page.
Los nameros corresponden al peso molecular de la banda en kilo Daltons (kD).

PCC PCS PLC PLS
250 265 287 287
246 262 267 284
141 141 259 278
140 140 250 252
71 15 242 250
46 12 145 147
44 144 146
9 142 144
141 60
130 59
57 16
54 13
9

PCC: Pie crudo calentado, PCS: Pie crudo sin calentar, PLC: Pie liofilizado
calentado, PLS: Pie liofilizado sin calentar

20



