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RESUMEN

La contaminacién de la corteza terrestre y de los depdsitos de agua
continental con metales pesados, particularmente Hg, Pb, As y Cd es un problema
a nivel mundial, Esto se ve reflejado en pérdidas en la agricultura, efectos dafinos
en la salud de los animales, plantas y humanos.

En algunas levaduras, plantas y algas la exposkidn a cadmio induce la
sintesis de cisteina (Cys), glutation (GSH) y fitoquelatinas (FQs), compuestos
capaces de quelar al metal. Sin embargo, en Schizosaccharomyces pombe la
activaclén de la via de sintesis de estos compuestos no es la Unica respuesta
bioquimica-molecular que las células reallzan para permitir que este organismo
tolere altas concentradones de cadmio. Por estudios protedmicos se han
observado incrementos en enzimas de estrés oxidativo, de respuesta a estrés por
calor y proteinas como ATPasas, NADPH deshidrogenasa, proteinas ribosomales,
proteinas de respuesta de dafio al DNA, que también son inducidas en respuesta a
Cd*.

En nuestro laboratorio estamos interesados en Identificar algunos de los
genes que incrementan su transcripcion en respuesta a Cd** en Fuglena gracilis.
E. gradilis es un protista de vida libre que resiste concentraciones cievadas de
Cd?*, a 100 pM de Cd?®* se inhibe el crecimiento en un 50%. En este organismo se
ha determinado que ocurren incrementos en [a sintesis de Cys, GSH y FQs, asi
como compartamentalizacién del Cd?* en doroplasto y mitocondria.

En este trabajo se anallzd la expresidn genética de Euglena gracilis en
repuesta a concentraciones elevadas (170 yM) de Cd** empleando la técnica
denominada AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Esta técnica es una
herramienta poderosa para realizar analisls comparativo de expresion genética. Se
basa en la amplificacién selectiva por PCR de fragmentos de DNA figados a
cebadores espedficos, con e fin de poder visuallzar una gran cantidad de
varlaciones genéticas moleculares existentes entre pobtaciones de acidos nucleicos
estrechamente relacionados. En este trabajo se probaron ocho diferentes
cebadores Fco RI con 16 cebadores Mse [ obteniéndose 47 bandas que aumentan
su expresion en respuesta a cadmio.



INTRODUCCION

En las ditimas décadas se ha presentado un incremento en la
contaminacion de la atmdsfera, la corteza terrestre, océanos, rios y depdsitos de
agua continental con metales pesados, particularmente Hg, Ph, As, Cr y Cd
(Rubinellt et a/, 2002; Cervantes y Moreno-Sanchez, 1999) reflejindose en
pérdidas en la agricultura, el detericro de la saiud de plantas y de animales
{Zhang et /., 2001).

La contaminacidn por metales pesados proviene principalmente de la
actividad Industrial. Entre las industrias que presentan mayores emisiones de
metales pesados, seg(n el elemento son: a) Cd: procesadoras de baterias y
acumuladores, fabricacién de cables eléctricos, celdas fotoeléctricas, cloruro de
polivinilo, colorantes, fusibles, joyeria y de soldadura y por la combustion de diesel
y petréleo; b) Cr: Industrias procesadoras de cemento, industrias curtidoras y
metalirgicas, fabricacién de material fotogréfico, colorantes, y pinturas; c) Pb:
combustion de gasolina con Pb, plantas de fundiclidn de metales y fabricacién de
fertilizantes fosfatados con Pb; d) Hg: mineria, fabricacidon electrolitica de Hg,
industria del papel vy celulosa y fabricacién de doro-sosa; e) As: fertilizantes,
pesticidas y combustién de energéticos fisiles (Cervantes y Moreno-Sanchez,
1999).

Estos metales se concentran y “mueven” de forma ascendente en la cadena
alimenticia, Por ejemplo, el Cd** es rapidamente tomado por las plantas y se
acumula en talios, hojas (Gardea, et af, 2004) y semillas (Rubinelli et al, 2002),
los cuales son ingeridos por animales destinados al consumo humano, pudiendo
Hegar asi a ser toxicos para el hombre.

Algunos métedos para controlar la contaminacion por metales pesados son
la adsorddn, el reciclaje y el enterrar los desechos industriales. Sin embargo, estos
métodos convencionales son muy costosos y poco eficientes, por lo que una
alternativa atractiva es el uso de organismos hiperacumuladores de metales
pesados para realizar blorremediacion /n siti {Rubinelli et af, 2002). Son pocas las
espedes de plantas y microorganismos que tienen la capacidad de crecer en
medios contaminados con metales pesados. Algunas plantas capaces de acumular



grandes cantidades de estos metales en sus tallos y hojas se han propuesto como
organismos biorremediadores, es decr, con capacidad de “limpiar" de metales
pesados suelos y agua, por ejemplo, la enredadera Convohvulus arvensls cultivada
en presencia de 20 mg/L de Cd?*, %" y Cu®* acumula mas de 1500 mg de Cd**,
3800 mg de Cr* y 560 mg de Cu®** por kilogramo de peso seco (Gardea et al.,
2004). Esta capacidad de acumular metales pesados los convierte en organismas
con posible utilizacién en biorremediacion.

Metales pesados

Los metales pesados son aquellos que tienen una densidad mayor a 5
g/mL. Se clasifican de acuerdo a su reactividad con oxigeno, nitrégeno y azufre de
la siguiente manera:

o Clase A: los que tienen mayaor afinidad por el oxigeno (O>N>5)
Clase B: los que tienen mayor afinidad por el azufre (S>O0>N)

& Clase C: los de afinidad Intermedia al S u O (Cervantes y Moreno-

Sénchez, 1999)

Actualmente se conocen los efectos téxicos a corto plazo de Hg®*, Cd** y Pb** en
plantas, animales y el hombre. Los tres metales se unen fuertemente a los grupos
fosfato y sulfhidrilo, a los aminodcidos dstelna e histidina en las proteinas y a
purinas y porfirinas. Por lo tanto, los tres elementos pueden actuar en un gran
nimero de procesos bloquimicos: inhiben a muchas enzimas al interacclonar con
los grupos sufhidrilo de los sitios activos, se unen a los acidos nucleicos afectando
su conformacion e interrumpen la via de la fosforilaclon oxidativa, sin embargo en
cada caso el efecto depende de las propiedades de cada metai (Vallee et al,
1972). Por ejemplo, el Hg** modifica reversiblemente la afinidad por 2,3-
bisfosfoglicerato de la enzima fosfogliceromutasa de muscuko esquelético de
humanos adultos pero no afecta a las Isoenzimas de rifion, higado, cerebro y
globulos rojos (Vallee ef al, 1972).



Cadmio (Cd**)

El Cd**, un metal de transicidn del grupo IIB, es un elemento relativamente raro,
su concentracién en la corteza temrestre es mucho menor que la de Hg?* o Pb?* y
estd presente en muy poca cantidad (0.00016-0.124 pg/ML) en mares (De Fllippis
and Pallaghy, 1994; Vallee et a/, 1972). Segin la Agenda para el registro de
sustancias téxicas y enfermedades en EUA (ATSDR, por las siglas en Inglés -
Agency for Toxic Substances and Disease Registry-) es extremadamente téxico
aln a bajas concentraciones (0.02 ug/Kg/dia) (ATSDR, 1999).

Ocupa el nimero slete en la lista de las 20 sustancdias altamente nocivas
segdn la Agencia de Proteccién al Ambiente en EUA (EPA, por las siglas en Inglés
~Environmental Protection Agency-) y ha sido clasificado en el grupo 1 de
carcinégenos humanos por a ATSDR. La principal ruta de exposicidn en humanos
es por inhalacién de humos emitidos al trabajar con soldadura e ingestién de
allmentos que contienen este metal (Waalkes ef al, 1992., ATSDR, 1999). La
exposicién crénica tiene efectos nocivos como disfunclén renal (Elinder et al,
1987), osteomalacia (Nogawa and Kido, 1993), teratogénesls (Desl et a/,, 1998) y
cancer (ATSDR, 1999). Una vez que ha penetrado en el organisme humano tiene
un tiempo de vida media de 10 anos (Buchet et /., 1990).

Es un metal no esencial, altamente téxico, con alta afinidad por atomos de
S, O y N de biomoléculas, uniéndose firmemente a los grupos SH- del aminodcido
cisteina de proteinas (Vallee et al, 1972). El dafio intracelutar asociado a la
exposicién a Cd** incluye unién y desnaturalizacién de proteinas, peroxidacion de
lipidos y rompimiento de las cadenas de DNA (Liao et a/, 1998). La Interaccién de
Cd?* con politioles es fuerte y de importancia bioldgica ya que compite con el Zn?*
por los grupos sulfhiddlo. También interactia con fosfolipidos como
fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina, estas interacclones llevan a los efectos
téxicos en mitocondria, tibulos renales y células nerviosas. Cuando el Cd** esta
presente en concentraciones de 20 ppm y pH 5 rompe al tRNA y rRNA de £ coff
(vallee et al., 1972).



Mecanismos de resistencia a Cd**

Bl Cd?* es téxico debido a que: 1) se une a los residuos de Cys de proteinas
y enzimas modificando su estructura y de esta manera desnaturalizandolas y 2)
genera especies reactivas de oxigeno ocasionadas por el ciclo redox que sigue el
metal, lo cual provoca alteraciones en el metabolismo de las células (Zhang et af,
2001).

Plantas y levaduras resisten la toxicklad de Cd** por medio de diferentes
mecanismos bioquimices, comao son:

» Quelacidn, con el fin de limitar la reactividad y solubilidad det Cd?*, éste es

unido por agentes quelantes como GSH, Cys, FQs (Silver et a/, 1996).

« Compartamentalizacién, una vez que el Cd** esta unldo a FQs 0 a GSH es
transportado a la vaculola donde es almacenado (Silver et al, 1996, Ortiz

et al, 1995).

e Expulsion, se realiza por medio de transportadores miembros de la familia

de Facilitadores de la Difusion de Cationes (Silver et al, 1996},

Uno de los mecanismos mas estudiados de resistencla a metales pesados
(principalmente a Cd**), en algunas plantas y en la levadura Schizosaccharomyces
pombe es la producdcén de fitoquelatinas (FQs). Estos compuestos son una familla
de péptidos que contienen repeticiones del dipéptido v-Glu-Cys seguido por un
aminoacido Gly terminal. La estructura basica es (y-Glu-Cys),-Gly, donde n toma
valores de 2 a 11 unidades. Estos compuestos se sintetizan a partir de (GSH, por
la actividad de la fitoquelatina sintetasa (FS), en una reaccion de transpeptidacion
(Rauser, 1995) (Fig. 1). Las FQs tienen la capacidad de secuestrar al Cd** vy
compartamentalizario en la vacuola en forma de complejos FQ-Cd** (Cobbett,
2000), disminuyendo de esta manera la toxiddad del metal. Entre los diferentes
metales pesados, los activadores més efectivos de la sintesis de FQ son et Cd*" y
el Hg?* (Vatamaniuk et a/, 2000). La sintesis de FQs en respuesta a Cd*
Involucra el incremento en las actividades enzimaticas de la via de sintesis de Cys
¥ GSH y por ende de la via de asimilacién de azufre (Mendoza et af, 2004). Para
una revisidn detallada de los efectos del Cd?* en la via de sintesis del GSH y las
FQs revisar Mendoza et a/, 2004.
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Figura 1. Sintesls de fitoquelatinas. y-ECS, y-glutamikisteina sintasa; GS, Glutation
sintetasa; FS, fitoquelatina sintetasa {Modificado de Cobbett, 2000}

A pesar de que la sintesis de FQs ha sido reconocida como una respuesta
de resistencla a Cd** en varlos organismos, y que la respuesta de los genes
involucrados en la via de sintesis de este compuesto ha sido estudiada en plantas
como frijol (Phaseolus vulgaris), Brassica junceay Convolvulus arvensis (Zhang et
al, 2001; Zhu et al, 1999; Gardea et al, 2004) y en Arabidopsis thaljana , en la
cual el Cd** induce la expresidn de enzimas coma, sulfito reductasa, glutatién
sintetasa, adenosina 5-fosfo-sulfato cinasa (Harada el a/, 2002); en estudios
protedmicos en Sacoharomyces cerevislae se ha demostrado que la respuesta a
Cd®* no reside (inicamente en la sintesls de FQ. Algunas proteinas relacionadas
con estrés oxidativo como citoaromo ¢ peroxidasa, catalasa T, tiorredoxina,
tioperoxidasa; otras relacionadas con estrés térmico, por ejemplo: varias proteinas
de choque térmico y proteinas como ATPasas, NADPH deshidrogenasa, proteinas
ribosomales, proteinas de respuesta de dafio al DNA, son también inducidas en
respuesta a Cd** (Vido, ef a/, 2001).

Euglena gracilis

Es un protista unicelular de agua duice, no vacuolado, fotoheterdtrofo,
utilizado como microorganismo "blomonitor" ya que su contenido puede analizarse
facilmente para la identificacion de metales en su interior y de esta manera
evaluar el grado de contaminaddn en un drea determinada. Programas de
monitoreo usan a £. gracliis para establecer la abundancia y biodisponibilidad de
metales pesados (De Filippis and Pallaghy, 1994)



E gracllis es tolerante a metales pesados ya que ha sido encontrada en
depésitos de agua contaminada con metales coma mercurio, niquel, cadmio, Zinc,
plomo y selenio (Cervantes y Moreno-Sdnchez, 1999). A pesar de la tolerancla
presentada, los efectos téxicos del Cd** a concentraciones de 1 mM en £, gracilis
induyen inhibidon del crecimiento, motllidad, fototaxis y fotosintesis {(De Filippis
and Pallaghy, 1994; Navarro et a/., 1997).

También se ha demostrado. que £, gracilis cultivada en la oscuridad en
medio con lactato, al ser expuesta a bajas concentraciones de Hg®* (1.5 pM),
durante dos meses, resembrando una alicuota cada tres o cuatro dfas
(aproximadamente 60 generacicnes), aumenta su resistencia a Cd?* (Devars, et
al, 1998) Después de cultivar las células pre-tratadas con mercurio por siete
veces consecutivas (aproximadamente 15 generaciones) en presencia de 0.1 mM
de Cddl,, éstas presentaron niveles elevados de Cys, GSH y FQs, mientras que las
células no pre-tratadas con mercurio monan al tercer cultive consecutivo en
presencla de Cd?*. Estos resultados sugieren que el pre-tratamiento con mercurio
selecciond una poblacion que presentaba una mayor capacidad de resistenca y
acumulacién a Cd?*, la cual era estable por varias generaclones. Se observo
ademas que en £ gracifs heterdtrofa, el cadmio era almacenado en la
mitocondria con consecuentes aumentos de Cys, GSH y FQs en ese organelo
(Avilés et al, 2003)

Por otro lado, se ha determinado que £. gracifis fotoheterdtrofa es capaz de
compartamentalizar Cd** en el cloroplasto, en donde tamblén se observan
incrementos en las cantidades de Cys, GSH y FQs cormreladonados con este
fenémeno. Al parecer el efecto del Cd** en el metabolismo cloroplastico es a nivel
de desacoplamiento del transporte de electrones en la fotofosforilacion,
posiblemente porque el Cd** Interacciona con el transportador de protones
(Mendoza ef a/,, 2001).



Técnica AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Es un método de mapeo de acldos nucleicos que permite encontrar
variaciones genéticas entre acidos nucleicos estrechamente relacionados, en
forma de bandas que aparecen diferencialmente en el analisis entre el control y el
tratamiento (semejante a los RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms))
(Liscum, 1998). Esta técnlca posee alta sensibilidad y alta especificldad
permitiendo detectar genes diferenciaimente expresados y diferenciando entre
genes homdlogos (Reljans et al, 2003).

El nimero de marcas observadas con AFLP es de 10 a 100 veces mayor que
con métodos cominmente utilizados. Por ejemplo, al reallzar una comparacién
cuantitativa en la expresion de Saccharomyces cerevisize con las técnicas de
AFLP, microarreglos y GeneChip, se observd que el AFLP genera muy pocos
resultados inciertos comparados con microarreglos y GeneChip. Los genes que se
sometiercn a hibridacion mostraron resultados idénticos en AFLP y GeneChip, con
la diferencia de que para la dltima técnica se requlere contar con aparatos
costosos. El AFLP es una buena altemativa a los microarreglos, ya que no es
necesario contar con la secuencla del genoma del organismo en estudio para
poderio realizar (Reijans et af, 2003). Esta técnica se ha empleado en la
generacion de mapas genéticos de afta resoluddn que pueden ser usados para
clonacién, asi como un medio para identificar genes diferencialmente expresados
(Liscum, 1998).

La técnica de AFLP se basa en la amplificacién selectiva por PCR de
fragmentos de restriccion de una muestra de DNA genémico o DNA
complementario (cDNA). La técnica involucra cuatros pasos secuenciales (Fig. 2):
1) El ¢cDNA de doble cadena que fue sintetizado a partir de RNA mensajerc de
células en condiciones contrastantes (tratamientos a comparar), es aislado y
digerido con dos enzimas de restricdan, de las cuales, una enzima tiene un sitio
de corte poco frecuente (FcoRI) y la segunda enzima tiene un sitio de corte
frecuente (Msel); 2) ligacidn de adaptadores oligo-desoxiribonucledtidos de doble
cadena a los extremos del DNA digerido. Se debe realizar una amplificacidn previa
para asegurar que la cadena molde esté en cantidad suficiente para el siguiente



paso; 3) amplificacién selectiva de los fragmentos de restriccidn por PCR. Se
utilizan cebadores que contienen una adicién de una a tres pares de bases en su
extremo 3' lo que permite amplificar selectivamente. Los cebadores que se unen al
extremo EcoR contlenen el deoxiribonucleétido de adenina marcada con P y 4)
analisis en gel de los fragmentos amplificados utilizando geles de acrilamida y
autorradiografia (Lscum, 1998).

Esta técnica puede ser usada para DNA de cualquier origen o complejidad.
Las marcas son producidas sin conocer la secuencia, usando un juego limitado de
cebadores.

10



Figura 2. ¢cDNA-AFLP. (Modificado de Liscum, 1998)

a) Extraccién de RNA total

b) Purificadén de RNA mensajero

l ) Sintesis de cDNA

d) Restricdon con FooRI y Msel

cDNA
AATTC T
Paso 1 R P
€} Ligacién del adaptador
2 AATTC TTACTCAGGACTCAT

GACGCATGGTTAAG | AAT

' Bases f) Preamplificacién v ligacién
AFLP : de los cebadores seledivos
CTGACGCATGGTTAAGTG— AAT
AGACTGCGTACCAATTCAC
Paso AATT( e G GTTACTCAGGACTCAT
CFMTGAGT CCTGAGTAG
Cebador
Bases ARP
Sejectivas
v
N~ Amplificacién
v
Paso 4 g)Resolucion en gel y Autorradiografla
Sitio de corte de FooRI Sitio de corte de Msd
5" c-3 5% A-3
I-CTTAANGS 3-A ATIT-5



Genes que responden a Cd?* en E. gracilis.

A pesar de que en £ gracilis la bioquimica de la respuesta a Cd** ha sido
estudiada con cierta profundidad (Aviles et al, 2003, Devars ef al, 1998,
Mendoza ef af, 2001), no existen estudios que analicen de manera global, la
respuesta genética a Cd**. Por otro lado, el hecho de que estos organismos
presenten una alta capacidad de resistenda al metal y que puedan acumularlo,
hace estos estudios de gran importancia pues permitiran conocer los mecanismos
moleculares involucrados en este proceso, lo que a largo plazo podria conducir a
la manipulacién genética de este organismo con propdsitos de biorremediacién.

En un trabajo previo (Hernandez, 2003) se identificaron fragmentos de
algunos genes que se expresan diferencialmente en respuesta a Ccd* en E
gracilis. Estos genes muestran similitud con las proteinas HSP70, triosa fosfato
isomerasa y un proteina de unién a poli-A. En este trabajo se continué con el
andlisls diferenciat de genes expresados en respuesta a Cd** en £ gracilis por la
técnica de AFLP con otros cebadores que no habian sido analizados
anteriormente.

12



OBJETIVO
Realizar algunos andlisis por AFLP de los mRNAs de Euglena gracilis que se

.
o

sintetizan cuando este organismo es cultivado en presencia y en ausencia de
Cadmio.

% Determinar las condiciones de elucion del gel de AFLP, de las bandas
expresadas diferencialmente.

+ Determinar las condiclones de amplificacion por PCR de las bandas eluidas del
gel AFLP.

++ Secuenciar los genes que se expresan diferencialmente en respuesta a cadmio.

HIPOTESIS

En el Euglena graciiis existen mecanismos de resistencia a metales pesados
que son atribuldos a cambios metabdlices, los cuales se deben a varladones en la
expresién genética, por lo tanto deben existir genes que aumentan su expresion o
se expresan de novo en respuesta a la presencia de Cd** dentro de la célula.
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MATERIALES Y METODOS

En.un trabal io se realizo lo siquiente (Herngndez. 2003);

Cultivo y cosecha de células (Hemandez, 2003)
@) Cuitivo fresco

Se sembraron 0.2x10° células/mL en un medio de cultivo con glutamato y malato
como fuente de carbono (ver apéndice 1). Se cultivaron durante 4 dias (fase
exponencial)} con ciclos de 12 h luz (60-70 pmol quanta/m?s) y 12 h cbscwidad.

b) Cultivos wtilizados para la extraccion de RNA

1. Cuatro L de medio de cultivo fresco fueron sembrados y cultivados como se
describid en el apartado anterlor. Las células se cosecharon por centrifugacidn a
5000 rpm, 5 min a 15°C, en un rotor de angulo fljo empleando una centrifuga
Sorvall RB-X.

2. Las células se lavaron con medio fresco, se velvieron a centrifugar y se
resuspendieron en aproximadamente 100 mL de medio fresco.

3. Las células se contaron haciendo una dilucién 1:1000.

4. Se resembraron en 8 matraces con 1 L de medio de cultivo cada uno, a una
concentradén de 1.5x10° células/mL.

5. A 4 de los 8 L de medio de cultivo se les afiadld CdCl; a una concentracion de
170uM a partir de un stock 50 mM.

6. Luego de 3, 6 y 9 h de haber sembrado, se recoiectaron aproximadamente 1.3 L de
células centrifugando en frascos limpios (no necesaramente estériles) a 5000 pm.
Se lavaron con medio KME (ver apéndice). Se pasaron a tubos de plastico de 50 mL
y se volvieron a centrifugar en una centrifuga de mesa con rofor de columpio a
3000 rpm, 5 min. El paquete celular se congeld inmediatamente con N; liquido.
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Purificacién de RNA total (Chomczynski y Sacchi, 1987)

1.
2.

10.

11.
12,

13.
14,

Se cosecharon células de £. gracilis como se describlé previamente.

Se tomaron 1.5 g (peso fresco) de células y se trituraron con N, liquido en un
mortero previamente enfriado hasta obtener un polvo fino.

Se prepararon 15 mL de solucién D con 3-mercaptoetano! (ver apéndice 1).

Se afiadieron 5 mL sobre las células congeladas en el mortero y se mezdd bien con
ayuda del pistilo.

La pasta que se formd, se pasd a un tubo de vidrio estéril (Corex) con tapa y se
adiciond el resto de l2 solucidn D, mezclando perfectamente.

La mezcla se separd en dos partes Iguales.

Se adiciond secuencialmente 1 mL de acetato de sodio 2 M, pH 4.0, 10 mL de fenol
y 2 mL de cloroformo-alcohol isoamilico 49:1, mezclando perfectamente por
inversién después de adicionar cada reactivo. La suspension final se agitd
vigorosamente por 10 s y fue Incubada en hielo por 15 min.

Se centrifugé a 10,000 x g por 20 min a 4°C en un rotor de &ngulo fijo en una
centrifuga Sorvall RB-X.

La fase acuosa se transfiié a un nuevo tubo. Se repitieron de dos a tres veces los
pasos 6 y 7 cuando después de la centrifugadén adn se vefa una capa blanca en la
interfase (proteina precipitada). _
La fase acuosa se pasd a un nuevo tubo y se mezcdd con 10 mL de isopropanot
helado, se incubd a —20°C por 1 h.

Se centrifugo a 10,000 x g por 20 min, a 4°C.

La pastilla de RNA se resuspendid en 3 mL de solucién D y se precipitd con un
volumen de isopropanol helado incubando a =20°C por 1 h.

Se centrifugé a 10,000 x g por 20 min, a 4°C.

La pastilla se lavé dos veces con 10 mL de etanol al 75% y se centrifugd 15 min
después de cada lavado.



15. La muestra se resuspendio en 1 a 2 mL de agua-DEPC y se conservé a ~70°C hasta
Su UsO.

Nota: el RNA debe resuspenderse facilmente en agua de lo contrario es muy probable

que la muestra tenga pollsacaridos, lo cual dificulta su manejo posterior. Cultivos de E.

graciiis de mas de tres dias tienen muchos polisacaridos.

Purificacién de RNA pollA*

Se hizo de acuerdo a las Indicaciones descritas en el kit PolyA tract de Promega. Et
RNA poliA* recién purificado se guardd precipitado en Ya de volumen de acetato de
amonio 10 M, 2 volimenes de etanol y 2 pL de giucogeno 2 mg/mL a -70°C. Al
momento de utilizardo, se centrifugo a 14,000 rpm, 15 min a 4°C en una
microcentrifuga. Se tird el sobrenadante y se resuspendio en 15 ul de agua estérl lbre
de RNasas.

Sintesis de cDNA
Pri n
1. Se mezdaron cantidades iguales (2 ug) de RNA poliA* de células control cosechadas
después de 3, 6 y 9 h de cultivo o de células tratadas con Cd durante el mismo
tiempo. Se afladié 1 L de oligonucleotido dT-(12-18) y se llevé a 12 uL con agua.
Se incubé a 70°C durante 5 min y se pasd inmediatamente a hielo.
2. Ala mezcla anterior se afiadieron:
4 pl, amortiguador para la primera cadena de cDNA {Invitrogen)
2uLDTTO.1 M
t pL dNTPs 10 mM
3. Las reacciones se incubaron a 42°C por 2 minutos, se afadié 1 uL de transcriptasa
reversa (200 U/uL, Invitrogen} y se Incubd 2 h a 42°C. El volumen final de reaccion
fue 20 pL.

Segunda cadena



Para sintetizar la segunda cadena se utifizé DNA polimerasa 1. También se afiadié
RNasa H, una endonucleasa que deja fragmentos de RNA gque la DNA polimerasa I
utiliza como cebadores para sintests de la nueva cadena.

1. Al finalizar la sintesls de la primer cadena de cDNA, se Incubd a 95°C para
desnaturalizar a la enzima y se afladi6:
30.0 pL amortiguador 5x para segunda cadena (ver apéndice 1)
1.0 ulL dNTPs 25 mM
3.5 plL DNA polimerasa I
1.5 plL RNasa H
94.0 pL H;0
2. Se incubd a 16°C, durante 2 h. £l volumen final de reaccidn fue 150 pl, & cual se
guardé precipitado en ' de volumen de acetato de amonio 10 M, 2 volimenes de
etanol y 2 plL de glucdgeno 2 mg/mL a -70°C. Al momento de utilizarlo se centrifugo
a 14,000 mpm, 15 min a 4°C en una microcentrifuga y se resuspendié en 15 plL de

agua.

1) Digestidn del cDNA
2) Comparacién de las bandas de los cDNAs expresados en respuesta a Cd**

|

3) Clonacidén de los fragmentos con supuesta expresion diferencial (ver esquema 1)
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Esquema 1.Diagrama de trabajo para clonar los fragmentos expresados diferencialmente.

Elucion de bandas
del gel de AFLP

PCR con los cebadores Msel
{ML4AGY Y £ooRI (ML39)

Purificad6n —» l
Ligacién al vector
pGEM-T easy

Transformacidn de bacterias
E. coff cepa DH5a

v

Cultivo de colonias en
medio LB + Amp.

‘

Purificar el plasmido

}

Restringir con ECoRI

|

Electroforesis en
gel de agarosa

Secuendar los
fragmentos clonados
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cDNA-AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) (Lscum, 1998)

Digestién-Ligacién de ag I
Para 40 uL de reaccion se mezclaron:

6uL
8uL
1ul
1ul

cDNA de cadena doble {de la reacdon anterior)
amortiguador de digestion-ligado (ver apéndice 1)
Msdl (1 U/uL) (Envitrogen)

EcoRI (1 UfuL) (Invitrogen)

24 uL HO
Se incubd durante 3 ha 37°C.
A la reacdon anterior se afiadio:

1ub
1puL
4 ul
2 pL
1L
1ul

Se dejd incubando durante 12 h a 16°C. Se almacend a —20°C hasta su uso.

Preampiificacion

Para 20 pL de reaccién se tomaron:
0.5puL  oligonudedtido Msel core + adapter (ML 37)
05uL ofigonudedtido FcoRI core + adapter (ML 38)

adaptadores Msel (ML 33 y 34) (ver apéndice)
adaptadores EcoR1 (ML 35 y 36)
amortiguador de digestion-ligado

ATP 10 mM

T4 DNA Ligasa (1U) (Invitrogen)

H0

0.8uL  dNTPs 10 mM

0.6 mL MagClk

20l amortiguador de reaccion 10 X (Invitrogen)
10uL  cDNA con adaptadores

1.0 4L

4.6 uL HX0
Se hizo la siguiente reacdon de PCR

7ag polimerasa (1 U/ul.) (dilucidn 1:5 de Taga 5 Uful, Invitrogen)
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Desnaturalizacion 2 min 94°C 1 cido

Desnaturalizacién 30s 95°C

Unién de oligonucleotidos al molde 1nin 56°C 40 cidos
Alargamiento 1min 72°C

Alargamiento 5min 72°C 1 ciclo

De los 20 uL de reaccidn, 10 ulL se corrieron en un gel de agarosa al 1.2% para ver los
productos y el resto se diluyd 1:10 para usarse en la amplificacion AFLP.

1) Marcaj i leotid
Se marcd el oligonucleotido £coRI para lo cual se mezclaron
10 uL  oligonucieotido EcoRI(una de las opciones ML42 a ML61, ver apéndice) *

5uL
5uL
1l
4 ul

Amortiguador de reacclén 5 X (Gibco)
yATP->3P (10 pCi/mmol)

T4 polinucleétido cinasa 1U/ul (Gibco)
H,0

La mezda se incubd a 37°C durante 1h y se guardd a —20°C hasta su uso.
*Los oligonuc{e'otldos tienen una o dos bases variables en el extremo 3’, en este trabajo
se utlilzaron indistintamente estas opciones.

Amplificacion AFLP
Se mezdaron:
1 0.15 uL Oligonucleotido £coR1-3P

0.3

0.4

04
1.0
1.0
03

uL Oligonudeotido Msel (una de las 20 opciones, ver apéndice)
pl dNTPs 10 mM

uk MgCl; 50 mM

ul Amortiguador de reaccién 10 X (Invitrogen)

pL DNA (de la reaccion de preamplificacion}

pk 7ag polimerasa (1 U/ul) (Invitrogen)

655l H:0
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Mezdar bien los componentes (esto es importante para que la reaccién se lieve a cabo
correctamente).
El PCR se hizo en las siguientes condidones:

Desnaturalizacin 2 min 95°C
Desnaturalizacion 30s 95°C }12 clos
Unién de oligonucleotidos 30s 65°Cab57°C

{bajando 0.7°C en cada cido)
Extension 1 min 72°C
Desnaturalizacion 30s 95°C
Union de oligonucleotidos 30s 56°C 30 ddlos
Extension 1 min 72°C
Extensién 2 min 72°C

sepatadores de 0.3 mm.
Para el gel se mezdaron:
60 mL Urea / Acrilamida/ Bisacrilamida previamente preparada (ver apéndice 1)
35 uL Temed
150 ub. Persulfato de amonio al 20%

2. A los productos de PCR (10uL) se les afiadié 8 uL de amortiguador de carga
desnaturalizante 2 X (ver apéndice 1), se calentaron a 95°C, 10 min. Se cargaron en
el gel y se corrieron aproximadamente 2.5 h a 60 W en una cdmara modelo S2 de
Life Technologies™, En amortiguador TBE 1X.

3. El gel se colocd en papel filtro Whatman, se cubrid con pléstico adherente y se seco
a 80°C con vacio en un secador de geles modelo 583 de Bio Rad. Se marco con un
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crayénﬂuorescenteenlas&squhasdelpapdﬁlh*oyseexpusomunapelicda
Kodak MS de 2 a 5 dias.

Purificacién de cDNAs del gel de poliacrilamida

1.
2.

Se quitd la cublerta de plastico del gel seco y éste se alined con la pelicula revelada.
Se cortaron las bandas de gel seco/papel filtro que contenian los fragmentos
expresados diferencialmente y se pasaron a un tubo de microcentrifuga al gue se
afiadio 100 ul de agua estéril.
Se incubaron 10 min a temperatura ambiente y después se hirvieron a bafio Maria
durante 15 min. Se centrifugaron 30 s a 12,000 x g. Los sobrenadantes se pasaron
a tubos eppendorf limplos y estériles y para predpitar se aiiadio:

Ya  volumen de acetato de amonio 10 M

2 vollimenes de etanol absoluto helado

2 ul. de glucdgeno 2 mg/mL

4, Se incubd 12 h a =70°C y se centrifugd a 12,000 rpm, 15 min.

Se tiré el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 15 pL de agua estérli

Amplificacién de cDNAs recuperados del gel de poliacrilamida

1.0uL  oligonudedtido universal £fooR1 (ML 39) (ver apéndice 2)
1.0uL  oligonudedtido universal Msel (ML 40) (ver apéndice 2)
1.6y dNTPs 5 mM

1.2yl MgClz 50 mM

4.0 pL amortiguador de reaccién 10 X (Invitrogen)

0.3 L 7ag polimerasa (1 U/uL) (Invitrogen)

4.0 uL DNA recuperado
7.1uL HO
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Se amplificd con las siguientes condiciones:

Desnaturalizadén 2 min 95°C
Desnaturalizacion 30s 95°C
Unidn de oligonudeotidos 1 min 60°C 35 cidlos
Extensién 1 min 72°C
Extension 1 min 72°C

Clonaclén de los cDNAs recuperados
Los productos de los PCR anteriores se corrieron en un gel de agarosa al 1.2%
(ver apéndice 1), se cortaron las bandas amplificadas y se purificaron con el kit “Concert
Rapid Gel Extraction System” de Life Technologiesm y se clonaron en el vector pGEM-T
easy de Promega (ver apéndice 3) mezdando:
*150 ng DNA purificado
1ul (50 ng) de pGEM T-easy

1yl ligasa
lpb amortiguador de ligacion 2X
H:0 para un volumen final de 10 uL

Se incubd a 4°C, 12 h,

* E| DNA se cuantificé por densitometria utilizando el programa “Kodak Digital
Science. 1D Image Analysis Software”, y el marcador de peso molecular ®X174/Haelll
de Promega como aurva patron.

Se tomaron alicuotas de 5 a 10 pL de la reacddn de ligaddn y se emplearon para
transformar células competentes de Escherichia colf IM109 y DH5a.
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Transformacién genética
a) Generacién de células competentes (Sambrook, 1989)

1,

Una colonia aistada de células de £ coff DHSa. se sembrd en 50 mL de medio LB
(ver apéndice 1) y se dejé Incubando con agitacidn durante 12 h a 37°C.
DestecultivosetomélmLyseresembrden49deemedioLB.Sedejé
incubando a 37°C con agitacidn hasta que akcanzé una D.O. de 0.6 (Abs 600 nm).
Se centrifugaron las células a 3,000 rpm en tubos estériles y se resuspendieron en
25 mL de CaCl, 0.05 M estéril helado. Se dejaron incubanda 5 min en hielo.

Las células se centrifugaron a 3,000 rpm y se resuspendieron nuevamente en 1 mL
de CaCl: 0.05 M.

Se hicieron alicuotas de 100 ul y se congelaron inmediatamente con Nz liquido. Se
quardaron a —70°C hasta su uso.

b) Transformacién (Sambrook, 1939)

1.

A 100 uL de células competentes de £, cofi se afladieron de 5a 10 uL de la reaccion
de ligacion y se incubd en hielo 30 min.

Los tubos se sacaron del hielo y se incubaron a 42°C durante 45 segundos e
inmediatamente se pasaron a hielo por 1 min.

Se afiadieron 4 volimenes (400 pL) de medio SOC (ver apéndice 1) a las células y
se incubaron a 37°C durante 2 h.

Se centrifugaron a 12,000 rpm, 30 s, se tird el sobrenadante y se afiadieron 100 pL
de medio LB. Las células se resuspendieron y se sembraron en cajas con agar LB
que contenian ampiciina (100 ug/mL) para selecconar colonias con el plasmido
pGEM-T easy. También se affadié IPTG a una concentracién final de 0.1 mM para
indudr la transcripcion del promotor del operdn de lactosa y Xgal a una
concentracién finat 80 ng/mL que daria coloradén azul al reaccionar con las colonias
que expresaran a la p-galactosidasa y que muy probablemente no contendrian
inserto donado en pGEM.

5. Seincubaron a 37°C, 12 h.
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Purificacién de DNA plasmidico (Sambrook, 1989}

Para verificar de forma rapida la presencla del Inserto en las colonias

seleccionadas se utilizo el sigulente protocolo:

Se selecdonaron las colonias blancas que crederon en la caja con ampicillna,

IPTG y X-Gal, (cuando las colonias blancas eran muy pocas, también se seleccionaron
algunas colonias azules) y se resembraron en 1 mL de medio kquido LB,

> W N

“n

Incubar 12 h a 37°C con agitadon.

Tomar 100 pL del cultivo anterior y se centrifugar a 12,000 rpm 30 s.

Resuspender la pastilla de células en 50 L de agua con RNasa (20pg/mL).

Afiadir 300 pL de amortiguador TENS (ver apéndice 1) y mezdlar por Inversion hasta
que la soludén se tornd viscosa.

Agregar 100 L de acetato de sodio 3 M pH 5.2y mezclar por Iinversidn.

6. Centrifugar 2 min a 12,000 rpm.
7. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio y afiadir 0.9 mL de etanol absoluto a -

20°C.

Centrifugar a 12,000 rpm, 2 min.

Eliminar el sobrenadante y enjuagar la pastilla de DNA dos veces con 0.9 mL de
etanol 70%.

10. Centrifugar una tercera vez para concentrar y eliminar bien los residucs de etano.
11. El DNA se resuspendié en 40 pl de agua.
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Resultados

Anélisis de la expresidn diferencial por AFLP

Se realizaron 105 reacciones de amplificaddn que correspondieron a combinaciones de
7 cebadores de FcoRI con 15 cebadores de Msel. Se abservaron 47 bandas que
corresponden a genes que iniclan o incrementan su expresién en las células tratadas
con Cd?* (Tabla 1).

Tabla 1. Combinaciones de cebadores empleados en las reacciones de AFLP. Los diferentes
cebadores contienen diferendas en las dos (ftimas bases (Ver apéndice 2)

EcoRIP Msel .
ML ML Ntmero de diferenclas en el AFLP
44 66-81 10
46 66-81 6
47 66-81 15
48 66-81 9
49 66-81 4
54 66-81 3
55 66-81 0

Una autorradiografia ilustrativa de un gel de poliacrilamida-urea (AFLP} se
muestra en la Figura 3. Algunas bandas con expresién diferencial de genes son
indicadas con las flechas. Las flechas 1 y 2 sefialan bandas que aparecen en el
tratamiento con Cd®>* mientras que las flechas 3-7 muestran bandas que representan
genes que Incrementan su expresién en presencia de Cd?*.

Debido a que la concentracién de las muestras en los geles influye en la
intensidad de las bandas, se tuvo cuidado de cargar aproximadamente la misma
cantidad, es decir, si no se carga la misma cantidad de DNA en los carriles que
contienen muestras de células tratadas y sin tratar con Cd** uno de los carriles serd mas
intenso que el otro (Fig. 6a) lo que dificultard la comparacién y se corre el riesgo de
obtener falsos positivos y/o de no ldentificar las bandas que presentan expresion
diferencial.
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Figura 3. Autorradiografia de un gel de AFLP. Los nimeros en la parte supesior Indican la
combinacion de cebador utilizado, el cebador Fooil fue marcdo radlactivamente. Los signos — ¥ +
indican el cultivo de £. gracis en ausencla y presenda de Cd*, respectivamente. Las flechas 1y 2
indican marcas que aparecen en presencia de Cd** y las flechas 3-7 indican bandas que aumentan en
presencia de Cd?*,
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Determinacién de las condiciones de amplificacion de las bandas diferenciales
del gel de AFLP

Después de analizar minuciosamente las autorradiografias e identificar las bandas
que presentaron expresion diferencial en respuesta a Cd** (aumento o aparicion), las
peliculas se alinearon cuidadosamente con los geles correspondientes y las secclones
correspondientes a las bandas diferenclales se cortaron del gel de poliacrilamida. Las
bandas fueron eluidas del gel y amplificadas por PCR empleando los cebadores £coRI
(ML39) y Mset (ML40) (ver apéndice 2).

Al amplificar inicialmente por PCR los fragmentos eluidos del AFLP y correrios en
gel de agarosa no se obtuvieron resultados positivos (productos amplificados), por lo
que se modificé el programa de amplificacién en el termociclador de la siguiente
manera;

Inicialmente se amplificd con las sigulentes condiciones:

Desnaturalizacidn 2 min 95°C

Desnaturalizacién 30s 95°C

Unidn de oligonucleotidos 30s 65°Cas7°C _

(bajando 0.7°C en cada ciclo) 12 ciclos

Extension 1 min 72°C

Desnaturalizacidn i0s 95°C

Unién de oligonucleotidos 30s 56°C 35 ciclos
Extension 1 min 72°C

Extensidn 2 min 72°C

Por lo que se cambiaron a las siguientes condidones (bajo estas condiciones se
obtienen resultados positivos (Figura 4})

Desnaturalizacion 2 min 95°C
Desnaturalizacion 30s 95°C
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Por lo que se cambiaron a las siguientes condiciones (bajo estas condidones se

obtienen resultados positives (Figura 4))

Desnaturalizadén 2 min 95°C
Desnaturalizacion 30s 95°C
Unldn de oligonucleotidos al molde

1 min 60°C

Extensién 1 min 72°C
Extensidn 15min 72°C

35 ciclos

Figura 4. Gel de agarosa donde se muestran los
productos de amplificacién con las condidones
descritas anteriormente. En los tres carrfles son
diferentes bandas que no presentan expresion

También se determind la cantidad de DNA molde que se debia adiclonar a la
reacdén de amplificacién por PCR. Como se describe en materiales y métodos ia banda
cortada y eluida se resuspendid en 15 pL de agua, por lo que se realizé una reaccién de
PCR con diferentes cantidades de DNA molde (Fgura 5)

1 ul

Figura 5. Gel de agarosa con los
productes de la amplificadén por PCR a
partdr de 1, 3 y 5 uL de DNA molde, se
observa que se obtene mejor
rendimiento a partir de Sul del DNA
eluido del AFLP. Se bandas que no
presentaban expresion diferendal.

Para establecer las condiciones de amplificacién por PCR y ligacién al vector se
tomaron dos bandas que no presentaban expresién diferencial (Fig. 6a). Estas bandas
se eluyeron del gel de poliacrilamida y fueron amplificadas por PCR. Las reacciones de
PCR fueron comridas en un gel de agarosa al 1.5% (Fig. 6b) para tener una idea
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aproximada del tamafio y de la separacién que tendrian estas bandas en este tipo de
gel, asi como para estandarizar el método para realizar esto con las bandas de interés,

AFLP

Agarosa al 1.5%

Figura 6. Purificacién y reamplificacidn de las bandas con expresién diferencial. a) Las bandas del gel de
AFRLP tlenen una separadén de 16.5 am. Cuando estas bandas se armnpiifican por PCR y se corren en un
gel de agarosa b), se observa que la banda de mayor tamafio es de 300 pb (Control 300) y la de menor
tamafio es de 100 pb (Control 100), tienen una separadon aproximada de 1 cm.

Clonacién del DNA amplificado de las bandas control
Reaccidn de ligacién

La enzima 7ag DNA Polimerasa adiciona reslduos de adenina al extremo 3’ sin
que exista cadena molde en los productos de PCR {Knoche ef af., 1999). Esta propledad
es utilizada para ligar el DNA amplificado al vector pGEM-T Easy (Promega), ef cual esta
linearizado y contiene residuos de timina en ambos extremos, en el sitio miltiple de
clonacién (ver Apéndice 3); esto facilita la ligacidén de los productos de PCR por
complementariedad de bases A-T.
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Con la reaccion de ligaclén se transformaron bacterias Escherichia coll cepas
DHS5c y JM109. Las bacterias transformadas se sembraron en medio LB con 100 pg/mL
de ampidina, IPTG (0.1 mM) y X-Gal {80 pg/mL).

En la mayoria de los casos se obtuvieron colonias blancas y solo unas cuantas
azules,

El vector que contenia los insertos del control 300 y control 100 se utliizé para
transformar a la cepa JM109, las colonias fueron sembradas en medio LB liquido con
ampidlina y posteriormente se hicieron minipreparaciones para extraer el plasmido. Sin
embargo, cuando los plismidos se digirieron con la enzima EcoRl no fue posible obtener
insertos (Fig. 7). Los Insertos deberian ser de un tamafio aproximado de 300 y 100
pares de
bases.

a)

Figura 7. a) Gel de agarosa con el vector pGEM-T easy, extraido de las células cultivadas en medio
liquido. b) Gel de azarcsa, en los carriles 1 v 3 estdn los pldsmidos con el control 300 y & control 100
respectivamente, sin digerir. En los carriles 2 y 4 estan los plasmidos con el control 300 y el control 100
respectivamente, digeridos con £ccRl.
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Se identificaron y eluyeron 32 bandas que presentaron expresion diferencial en
los geles de AFLP. El DNA eluldo de las bandas fue empleado como molde para las
reaccones de amplificacién por PCR. Los resultados de las amplificaciones fueron
analizados en geles de azarosa. En las figuras 8 y 9 se muestran 20 bandas amplificadas
por PCR

Figura 8. Amplificacion de bandas extraidas del gel de poliacrilamida {(amplificacién de Insertos 1-7). Las
bandas recortadas del gel de poliacrilamida fueron eluidas y se amplificaron por PCR. Los productos de
PCR resultantes se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% en donde los camiles 1 a 7 indican
amplificacion de insertos extrafdos del gel de AFLP. Posteriormente, estos fragmentos de DNA fueron
extraidos del gel de agarosa utilizando el kit "Rapid Gel Extraction System” de Martigen. Todas las bandas
fueron purificadas del gel para donarfas en el vector pGEM-T easy de Promega.
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Figura 9. Amplificacién de bandas extraidas del gel de pollacrilamida {amplificacién de
Insertos 8-20). Las bandas recortadas del gel de poliacrilamida fueron eludias y se ampiificaron por
PCR. Los productos de PCR resultantes se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% en donde los carriles B
al 20 indican amplificacién de Insertos extraidos ded gel de AFLP. El carril CN es un control negative (sin
DNA molde). Aunque aparecen varias bandas en un solo carril salo se purifics la banda més Iintensa en
cada caso, por ejemplo, en el carril nueve y catorce se purificd la banda que se sefiala dentro del cuadro.

Clonacién del DNA amplificado

Con las ligaciones que contenian los insertos 1 a 7 se transformaron células
competentes £, colf cepa IM109. Algunas colonlas blancas fueron sembradas en medio
LB liquido para extraer el pldsmido con los Insertos. Sin embargo, cuando el plasmido se
digirié con la enzima £cdR1 no fue posible obtener el inserto (Fig. 10}, lo cual Indica que
las ligaciones no fueron exitosas.
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Flgura 10. Gel de agarosa con el vedor
pGEM-T easy, extraido de las células cultivadas en
medlo liquido. En los carriles 1 y 3, esta o plasmido de
colonias diferentes con el Inserto 2, en el camil 5 estd el
plasmido con el inserto 3. En los carrlles 7 y & estd el
plasmido de colonlas diferentes con el inserto 4 y en el
carril 11 estd el plasmido con el Inserto 6, todos sin
digerir. En los camrlles 2, 4, 6, 8, 10 y 12 estdn los
mismos plasmidos pero digeridos con FooRE. Como se
puede ver ningun pkismido contiene inseito.

Con las ligaciones que contenian los Insertos 8 a 20 se transformaron células
competentes de £ cofi cepa JM109. Algunas colonias blancas fueron sembradas en
medio LB liquido para extraer el pldsmido con los insertos. Sin embargo, no hubo
crecimiento de bacterias transformadas en medio LB con ampicilina, por lo que no fue
posible realizar la extraccidn de plasmido
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DISCUSION
AFLP

ta técnica de AFLP permite comparar diferentes DNAs gendmicos © como en este
caso la expresion diferendal en andlisis de cDNA. Es una técnica reproducible y
conflable {Liscum, 1998). Por medio de esta técnica fue posible obtener 47 bandas de
expresién diferendial en las células cultivadas con Cd®*, empleando 7 cebadores EcoRl y
17 cebadores Msel, con un total de 105 combinaciones. Con base en estos resuitados
podemos sugerir que si en el andlisis se aumentara el nimero de combinadones de
ambos cebadores seria posible aumentar el nimero de bandas que presentan expresion
diferencial.

Amplificacién de las bandas eluidas del AFLP

En muchos de los casos, la ampiificacidn se realizd de manera satisfactoria
(Figura B), es decir se obtuvo una banda como producto de la amplificacién. Sin
embargo, en algunos ¢asos aparecid mas de una banda en los productos de PCR, por lo
que se modificaron las condiciones de amplificacién (Fig. 4 y 5) con la finalidad de hacer
mas especifico el alineado de los cebadores a la cadena molde y obtener, de ser posible,
una sola banda como producto de amplificacién.

Debido a que en los controles negativos aparecian bandas y un barrido de fondo,
esto indicaba contaminacién en uno de los reactivos, por lo que se cambid la enzima
que se estaba empleando, el MgCl, y agua, asl como el amortiguador de la enzima y el
de carga. Como la contaminacién no desaparecié se determiné que, los dos "stock” de
los cebadores EcoR1 (ML39) y Msel (ML40) estaban contaminados.

Para soluclonar esto se ordend la sintesls de otro juego de cebadores {SIGMA).
Con esto se logré eliminar el "barrido” de fondo y el patrén de bandas presentes en el
control negativo (Fig. 9). Sin embargo, como se observa en la figura 9 en los productos
de PCR siguen apareciendo mds de una banda, razon por la cual se purificé la banda
més Intensa en el gel de agarosa, asumiendo que esta seria el producto de interés ya
que se amplificaba mayoritariamente.
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Clonacién

Al realizar la reaccidn de ligacién de los Insertos al vector pGEM-T Easy y
posteriormente transformar colonias, el hecho de que aparecieran colonias resistentes a
ampicilina y que algunas de ellas fueran colonlas blancas a! cultivarse en medio con X-
gal e IPTG, era indicio de que el vector contenia inserto de DNA, puesto que al no existir
a-complementacién, las colomias no eran capaces de produclr la coloracion azul
caracteristica de las colonias que si pueden metabolizar al X-gal.

Considerando estos resuttados las colonias se sembraron en medio LB liquido con
amplcilina para realizar la extraccion del pldsmido con los Insertos. Una vez que se tenia
el plasmido purificado éste se digirié con £coRI ya que el vector pGEM-T Easy contiene
dos sitios de restriccién para esta enzima en ambos lados del sitio de ligacién (Apéndice
3). Sin embargo, como se observa en las figuras 7 y 10 en ninglin caso se encontré el
inserto.

Por otro lado cuando se transformaron bacterias con el control de ligacdn
(inserto control) proporcionado en el "kit" se obtuvo una gran cantidad de colonias
(90% de eficiencia) blancas y dos colonias azules. Como control adicional se ligo una
serie de insertos obtenidos en un estudio reladionado con una enzima que fosforila
proteinas ribosomales, y al Igual que en el control positivo se obtuvo un alto porcentaje
de transformacion, los insertos fueron observados en un gel de agarosa en las
extracciones por minipreparaddn del plasmido cortado con EcoRI.

Conslderando estos resuttados se probaron diferentes condiclones de
amplificacién por PCR pero se puso atencién en mantener los productos de PCR a 72°C
por 15 min, (figura 4) con el objetivo de asegurar que la enzima 7ag DNA polimerasa
adicionara la base adenina a los productos amplificados y de esta manera poder ligar los
insertos al vector pGEM-T Easy. A pesar de estos cuidados, no fue posible lograr la
ligacion de ninguno de los productos aislados de los geles de AFLP y ampiificados por
PCR.

Por lo anteriormente expuesto, y considerando que:
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a} Los cebadores Msel (ML40) y EcoRI (ML39) contiene sitios de restriccion para las
enzimas Psfl y EcoRI respectivamente y que el vector pBlueSscript KS 1T (ver
apéndice 3) también tiene estos sitios lo que fadilitaria la ligacién.

b} Que el Kit del vector pGEM-T Easy es muy costasc y solo contiene 20reacciones
de ligacidn.

¢} En los productos de amplificacién aparecen varias bandas lo que dificulta aislar la
banda que corresponde al fragmento expresado diferencialmente

Se sugiere un cambio en la estrategiz de donacddn de los fragmentos

amplificados extraidos de bandas con expresion diferencial de AFLPs. La estrategia que
se propone es la siguiente:

37



Elucién de bandas
del gel de AFLP

PCR con los cebadores
Msd y EcoRl

Purificacién —» l

Restriccidn Psi/EcoR1

Purificacion —» ' .
l Cuttivos de £. graciiis

N en presencia y
Ligacion a pBS KS II digerido . O+
con Psfif EcoRl ausencia de Cd
l Extraccddn de mRNA

Transformacion de bacterias
competentes de £, col/ DH5a

2
l Sintesis de cDNA
Cultivar colonias en
100 yb  de LB + Amp.

Realizar PCR con los

cebadores T3y T7
l v
brida A
Electorforesis en gel de > dzlcéIuI;sC::pSENstas
agarosa y transferir y sin exponer a Cd**

Aislamiento de las colonias
con los fragmentos
postivos en la hibridacion

Aunque esta estrategia es mds laboriosa, se asegura la ligacién en sitios de
restriccidn pegajosos. Ademds al amplificar el inserto con los cebadores T3 y T/ se tiene
la seguridad de que, si se clond algin fragmento, la amplificacién permitird una mejor
hibridacién con el DNA extraido de £. gracllis cultivada en presenda y ausencia de Cd**
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expresado diferencialmente, con lo que se logrard confirmar la expresidn diferendal.
Con estos resultados solo se secuenciaran los fragmentos positivos con lo que se
ahorrardn tiempo y dinero.

CONCLUSIONES

La técnica de AFLP permitid obtener 47 bandas de expresién diferencial que
incrementaron su expresién en respuesta a Cd** empleando 7 cebadores £coR1
y 17 cebadores Msd.

« Se establecleron las condiclones para eluir las bandas con expreskén diferencial y
amplificarlas por la reaccion de PCR.

» Bajo las condicones utilizadas no fue posible clonar los fragmentos amplificados
en el vector pGEM-T Easy.

e Se propone un método alternativo para lograr la clonacién, asi como la
identificacién de estos genes.
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APENDICE 1

Medio de cultivo glutamato/malato (Schiff ef &/, 1971)

Minerales traza

M MgSO, 5gen20mL
N {NH4)2HPO4 2geni10mbL
K KH2PQO4 2 gen 10 mL
A

ZnS0O4 7H0 2.2¢

MnSO, 4H,0 20g
NaMoQ,4 2HC 05g

CoCl; 6H,0 0.040 g
Disolver en HCl y aforar a 50 mL

B (1X)

CuS04.5H,0 0.078 g
H3BO3 0.057 g

Nal 0.023 g
Aforar a 100 mL

Vitaminas (100mL)

Tiamina (B1) 01g
Vitamina B12 2 x 10 % (a partir de un stock 0.02%)
FeCl3.6H,O 0.05g

Disolver en 10 mL de agua y esterllizar por filracién, aforar a 100 mL con agua
estéril.

Para 4 L de medio glutamato/malato:

glutamato 222 ¢

malato 88 g

CaCOs3 0.88 g

Disolver y afiadir los siguientes minerales traza:
A 8.88 mL

B(5x) 10 mL

M 8.88 mL

N 8.88 mL

K 17.7 mL

Ajustar pH a 3.5 y aforar a 4 L. Esterilizar 45 min a 15 Iby 121°C

Medio KME pH 7.2

KCl 120 mM
MOPS 20 mM
EGTA 2mM
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Solucién D para extraccién de RNA

Tiocianato de Guanidina 4M
Citrato de sodio pH 7.0 25 mM
Sarcosyl 0.5%
p-mercaptoetanol 0.1 M

Para preparar esta solucldn, pesar 250 g de Tiodanato de guanidina y disolver
en 293 mL de agua con DEPC, afiadir 17.6 mL de una solucidn stock de citrato de
sodlo 0.75 M y 26.4 mL de una solucién stock de Sarcosyl 10%. Esta solucion puede
ser almacenada por tres meses a temperatura ambiente. Esterilizar en autoclave a
121°C y 15 Ib durante 20 min. Antes de utilizar, afiadir 0.36 mL de p-mercaptoetanol
por cada 50 mL de sol. D. Una vez que se ha afadido el B-mercaptoetanol, ia
solucién se puede guardar un mes.

Amortiguador para sintesis de segunda cadena de cDNA 5X

Tris-HClpH 7.4 175 mM
MgCl, 20 mM
(NH4)2504 5mM
DIT 15 mM

Amortiguador para digestién-ligadén de adaptadores (AFLP)

Tris acetato pH 7.5 50 mM
Acetato de Mg 50 mM
Acetato de K 250 mM

Acrilamida (5%) para geles de AFLP

100 mL 200 mL
Acrilamida 4.759 9.55¢g
Bis acrilamida  |0.25 g 0.5¢
Urea 7.5 M 45 g 50 g
TBE 10 X 10 mL 20 mL

Amortiguador de carga desnaturalizante 2X

Formamida 98 %
EDTA 100 mM
Xilen cianol 0.025 %

Azul de bromofenal 0.05 %
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TBE 10X

Tris base 108 g
Acido bdrico 55g
Stock de EDTA 0.5 M pH 8 40 mL

Gel de agarosa 1.2%

Disolver 0.3 g de agarosa en 25 mL de TBE, afiadir 1 ul de una solucién de bromuro
de etidio y vadiar.

Medio LB

Peptona de caseina 10g
Extracto de levadura 5g
NaCl 10g

Disolver en 500 mL de agua y aforar a 1 L. Esterilizar a 121°C /15 Ib durante
15 min. Si se requiere preparar medio sélide, al medio liquido se le afiaden 15 g de
agar antes de esterilizar. NO Intentar disolver en frio. Agitar al sacar de la autoclave.

Medlo SOC
Medio LB mas glucosa esterilizada por filtracién a una concentracién final de 20 mM

Amortiguador TENS (Tris-EDTA-NaOH-SDS)

Tris base 108 g
Stock de EDTA 0.5 M pH 8 40 mL
NaOH 0.1 N
SDS 0.5 %
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APENDICE 2

Ollgonucledtidos disponibles para AFLP

Clava Nombra Secuencia
ML33 Msel adapber.1 GACGATGAGTCCTGAG

ML34 Msel adapter.2 TACTCAGGACTCAT

ML35 EcoRI adapter.i CTCGTAGACTGCGTACC

ML36 EcoR] adapter.2 AATTGGTACGCAGTC

ML37 Msel Core + adapter GACGATGAGTCCTGAGTAA
ML38 EcoRI Core + adapter CTOGTAGACTGCGTACCAATTC
ML39 U-EcoRY (EcoRTy GOGGAATTCCGTAGACTGCGTACCAATTC
ML4D U-Mse, L(PstT) GCGCTGCAGGACGATGAGTCCTGAGTAA
ML41 U-Mse.2 (Sacll) GCGOCGOGGGACGATGAGTCCTGAGTAA
ML42 Eco+1.1 AGACTGCGTACCAATTCA
ML43 Eco+1.2 AGACTGCGTACCAATTCT
ML44 Eco+1.3 AGACTGCGTACCAATTICG
ML45 Eco+1.4 AGACTGCGTACCAATTCC
ML46 Eco+2.1 AGACTGCGTACCAATTCAA
ML47 Eco+2.2 AGACTGCGTACCAATTCAT
ML48 Eco+2.3 AGACTGCGTACCAATTCAG
ML49 Eco+2.4 AGACTGCGTACCAATTCAC
MLS50 Eco+2.5 AGACTGLGTACCAATTCTA
ML51 Eco+2.6 AGACTGCGTACCAATTCTT
ML52 Eco+2.7 AGACTGCGTACCAATTCTG
ML53 Eco+2.8 AGACTGCGTACCAATTCTC
MLS4 Eco+2.9 AGACTGCGTACCAATTCGA
MLSS Eco+2.10 AGACTGCGTACCAATTCGT
ML56 Eco+2.11 AGACTGCGTACCAATTCGG
ML57 Eco+2.12 AGACTGCGTACCAATTCGC
ML58 Eco+2.13 AGACTGCGTACCAATTCCA
ML59 Eco+2.14 AGACTGCGTACCAATTCCT
ML60 Eco+2.15 AGACTGOGTACCAATTCOG
ML6L Eco+2.16 AGACTGOGTACCAATTCCC
ML62 Mse+1.1 GATGAGTCCTGAGTAAA

MLE3 Mse+1.2 GATGAGTCCTGAGTAAT

MLG4 Mse+1.3 GATGAGTCCTGAGTAAG

MLE5 Msa+1.4 GATGAGTCCTGAGTAAC

MLES Mse+2.1 GATGAGTCCTGAGTAAAA
MLE? Mse+2.2 GATGAGTCCTGAGTAAAT
MLE8 Mse+2.3 GATGAGICCTGAGTAAAG
MLES Mse+2.4 GATGAGTCCTGAGTAAAC
ML70 Mse+2.5 GATGAGTCCTGAGTAATA

ML71 Mse+2.6 GATGAGTCCTGAGTAATT
ML72 Mse+2.7 GATGAGTCCTGAGTAATG
ML73 Mse+2.8 GATGAGTCCTGAGTAATC

ML74 Mse+2.9 GATGAGTCCTGAGTAAGA
ML75 Mse+2.10 GATGAGTCCTGAGTAAGT
ML76 Mse+2,11 GATGAGTCCTGAGTAAGG
ML77 Mse+2.12 GATGAGTCCTGAGTAAGC
ML78 Mse+2.13 GATGAGTCCTGAGTAACA

ML79 Mse+2.14 GATGAGTCCTGAGTAACT

ML80 Mse+2.15 GATGAGTCCTGAGTAACG

ML8L Mse+2.16 GATGAGTCCTGAGTAACC
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APENDICE 3

Vector pGEM (Promega)

Xmn i 2009

Szl 1890 i 1
Naa | 2707 [apa) |stan
"on Aatlt | 34
Spnl 20
8zl | 20
Nea ) 31
EM>-TE : ]
mew e al L (2 |
(3015p) [ Ecoftt | 45
=%
| X
Nl 77
aszi | 77
Pt ag
[+ 4 Sarl 20
Ncfa | 37
Sac 09
g ¥
27
4

K

é

pGem-T Easy (Promega). Este vector es un plasmido lineal que contiene timinas en sus
extremos en las bases 49 y 64. Este vector facilita la clonacién de productos de PCR




Vector pBlueScript (Stratagene)

#1 (+) origin 135441
B-galactosidase o-irogment 456816
mwifiple doning site 653-/4C

fac promoter 81/-938 ampidilia
pUC arigin | 156-1825

amgidllin resistance [bia) ORF | 9/4-2633 pBluescript il K5+ CS

pUC ori
pBluescript il KS [+/-) Multiple Cloning Site Regeon
[sequence shawn 598-826)

o T2 Prarmoiyr . .Ihzl Iliﬁliull i?-"l Iluul

TTATAAAACGACSACCAG TEAGC GLELATAATACGAL TCACTATABGALAAATT BAAGC TCCACCACAAT GBCABTCACTCTAGA. . -

W13 -70 crmw by 17 pemwr Comhuy 1de 5K e Gndey the...

106 | MI" x:dlwl

s‘m *.*u Sern | Pl iw” i"lv rlhdrl {m ‘ﬁ'l ?nl ™ Kpal)
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