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1. Resumen

Las aguas continentales han sido contaminadas por cadmio como resultado de
su empleo en diferentes actividades humanas. El Cd es un metal pesado téxico para
muchos organismos acuaticos y para el humano a través de la cadena alimenticia. El
protozoario unicelular Euglena gracilis tiene la capacidad de sobrevivir a altas
concentraciones de Cd y almacenarlo intracelularmente, por lo cual ha surgido la
idea de que podria ser utilizado como biorremediador para eliminar el Cd de los
lechos acuaticos, por lo que diferentes aspectos bioquimicos y genéticos estan
siendo estudiados en relacion con esta capacidad (Mendoza-Cézatl et al., 2006). En
nuestro laboratorio hemos identificado genes de E. gracilis que incrementan su
expresion en respuesta a Cd, empleando la técnica de AFLP. Entre estos genes se
identificaron a la triosa fosfato isomerasa citosélica (cTPI), una proteina de
respuesta a estrés por calor (HSP70) y una proteina de union a colas de poli A
(PABP) (Hernandez-Navarro, 2003; Olin-Sandoval, 2006).

El objetivo de este trabajo fue cuantificar la expresion de estos genes en
respuesta a Cd. Para esto se empled la técnica de trascripcion reversa del RNAm
acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), con un termociclador
que detecta el incremento de los productos amplificados en tiempo real,
permitiéndonos una cuantificacion precisa de los RNAmM de los genes de interés
(gQRT-PCR) (Higuchi et al., 1992). Para llevar a cabo la cuantificacién de la expresion
de los genes de interés, se realizaron varios ensayos para encontrar las condiciones
adecuadas de amplificacion de estos genes y el de referencia. El gene de referencia
utilizado en este trabajo fue el de B-actina.

Al realizar la cuantificacion cTPI se observé una mayor expresion a las 24 h
con Cd, con un incremento de ocho veces con respecto a la medicién anterior y con
respecto al tratamiento sin Cd. Sin embargo, a las 30 h, se observd un incremento
en la expresion de cTPI en el tratamiento sin Cd mientras que en el tratamiento con
Cd hubo una disminucién del 50% con respecto a lo observado a las 24 h. En el
caso de HSP70 a las 24 h se observO un aumento de nueve veces mas en el
tratamiento con Cd en comparacion con la medicion a las 24 h sin Cd. A las 30 h se
noto un ligero aumento en la expresion aunque no hay mucha diferencia entre las

muestras sin y con Cd. Estos resultados hacen pensar que la expresion observada



de estos dos genes es regulada por el desarrollo, pero que la presencia de Cd
adelanta la expresién de los genes.

En el caso de PABP no se pudieron encontrar las condiciones adecuadas de
amplificacion para la muestra y el plasmido o quiza también los iniciadores no eran
los adecuados, por lo que no fue posible la cuantificacion de la expresion de este

gene.



2. Introduccioén

2.1. Cadmio
Por definicion los metales pesados son aquellos que tienen una densidad mayor a
5 g/mL. En 1980, Nieboer y Richardson los clasificaron de acuerdo a su reactividad con

oxigeno, nitrogeno y azufre como:

Clase A: (Al, Ca, Sr, Ba) los que reaccionan mas con el oxigeno (O>N>S)
Clase B: (Cu, Hg, Ag) los que reaccionan mas con el azufre (S>O>N)
Clase C: (Fe, Ni, Zn, Cd, Cu) los que tienen una afinidad intermedia.

Se calcula que la contaminacion mundial anual por metales pesados excede a la
contaminacion combinada por desechos radiactivos y organicos (Nriagu y Pacyna,
1988). Se han detectado valores toxicos de metales pesados en las cercanias de sitios
de desperdicio municipal e industrial y en diversos tipos de suelo, incluyendo los
agricolas. De las minas se obtienen diferentes tipos de metales que originan
contaminacion significativa de los suelos y aguas adyacentes. El Cd y otros metales
pesados, por ejemplo Pb y Hg, son importantes contaminantes que amenazan la salud.
Las actividades humanas, especialmente en los pasados 200 afios, han generado la
liberacibn masiva de metales pesados al medio ambiente (Nriagu y Pacyna, 1988). Las
industrias que presentan mayores emisiones de Cd son: las procesadoras de baterias y
acumuladores, de cables eléctricos, celdas fotoeléctricas, asi como de cloruro de
polivinilo (Galvao y Corey, 1987). La distribucién de microparticulas que contienen Cd
es afectada por el viento prevaleciente y la precipitacion (Little y Martin, 1972).

En México, la cantidad total permisible de algunos metales pesados en el agua es
alta, 1.7, 1.93 y 300 uM para Cd, Pb y Zn, respectivamente (NOM-001-ECOL-1996; que
establece los limites méaximos permisibles de contaminantes en las descargas
residuales en aguas y bienes nacionales (http://.sma.df.gob.mx/sma/download/archivos
/semarnap_npm_001_ecol_1996.pdf). Vazquez-Alarcon et al., (2001) reportaron valores
de Cd de 0.2 a 1 uM (0.032 a 0.11 ppm) en aguas residuales de las industrias, esta
agua es utilizada en los cultivos de riego para alimentos en el Valle del Mezquital. Estas
observaciones sugieren que deberia determinarse el retiro inmediato del flujo directo de



aguas residuales de las industrias al medio ambiente, ya que muchas contienen
grandes cantidades de estos metales pesados (> 20 uM) que son desalojados en los
cuerpos de agua y los suelos con el consiguiente riesgo para la salud humana. En un
muestreo realizado entre marzo y agosto de 2004, se encontraron altos contenidos de
Cd, Zny Pb en el lago artificial de la ciudad de México, Lago de Chapultepec: Cd 5a 17
uM, Zn 23 a 38 uM, Pb 18 a 49 uM. En otro muestreo realizado de julio a agosto de
2004 en Lago de Cuitzeo, un lago natural en el estado de Michoacan, se encontraron
valores de Pb 18 a 31 puM, Zn 3.6 a 30 Mm y Cd indetectable (Vazquez-Alarcon et al.,
2001).

El Cd es considerado un metal de transicion no esencial puesto que hasta la fecha
hay so6lo un ejemplo documentado de una proteina que lo requiere como cofactor, una
carboanhidrasa especifica de Cd en la diatomea marina Thalassiosira weissflogii (Lane
et al., 2005).

Los iones cadmio son relativamente moéviles en la gedsfera y la preocupacion ha
aumentado acerca de la acelerada acumulacion de Cd en la cadena alimenticia
humana. La captacién en los cultivos de plantas es la principal via de entrada en la
alimentacion humana y animal (Nriagu y Pacyna, 1988).

Los iones cadmio pueden interferir con pasos homeostaticos para iones metalicos
esenciales, ya que muy probablemente pueden entrar en las células de las plantas por
las vias de absorcién para Ca, Fe, y Zn (Clemens et al., 1998; Connolly et al., 2002).

2.2. Euglena gracilis como organismo modelo para el estudio de resistencia a Cd

Euglena gracilis es un protista unicelular acuatico de vida libre, con capacidad de
ser fotosintético o heterétrofo. Ha sido ampliamente utilizado como modelo biolégico
para el estudio de los mecanismos bioquimicos relacionados con la resistencia a
metales pesados tales como Hg, Cd, Cu, Cr y Pb (Mendoza-Cozatl et al., 2006).
Euglena exhibe caracteristicas de plantas al igual que de animales (Briand et al., 1993)
y posee proteinas conservadas de ambos sistemas. Su atractivo como organismo
modelo radica en la posibilidad de ser empleado en la biorremediacion de metales
pesados en cuerpos de agua contaminados (Palmer et al., 2002; Mendoza-Cozatl et al.,
2006; Dos Santos et al., 2007).



Células fotosintéticas creciendo bajo ciclos de luz y oscuridad tienen una notable
resistencia a Cd y una capacidad de acumulacién intracelular del metal, mostrando una
concentracion inhibitoria del 50% de crecimiento (ICsp) de 100 uM (Devars et al., 1998)
mientras que células cultivadas bajo iluminacion constante muestran una baja
resistencia (ICso)= 10.6 puM (Einicker-Lamas et al., 1996).

La resistencia de E. gracilis a Cd ha sido evaluada bajo diferentes condiciones.
Mendoza-Cozatl et al., (2002) realizaron un estudio de la acumulacién de Cd en el
cloroplasto de Euglena, en donde fue cultivada en condiciones fotoheterotréficas.
Después de tres dias de cultivo con 0.2 mM de CdCl,, 62% del Cd acumulado en las
células fue distribuido entre el citosol y las fracciones cloroplasticas. Sin embargo,
después de ocho dias, el contenido del metal incrementd en la fraccion cruda del
cloroplasto a 40% del total y disminuy6 al 19% en el citosol. Cuando E. gracilis crece en
condiciones fotosintéticas, el Cd es principalmente acumulado en el cloroplasto (>60%),
mientras que en Euglena cultivada en la oscuridad el Cd se encuentra principalmente
en la mitocondria (60-80%) (Mendoza-Cozatl et al., 2002; Avilés et al., 2003).

Euglena es capaz de desarrollar resistencia a Cd al ser expuesta a un
pretratamiento con Hg. Con este pretratamiento la resistencia aument6 a 0.2 mM, como
es observado por el incremento al doble de la ICso en las células pretratadas. La ICsg
fue de 0.062 y 0.109 mM para células control y para células pretratadas con Hg,
respectivamente. En un intervalo de 0.2-1 mM de CICd,, el crecimiento de células
pretratadas con Hg fue 2-4 veces mayor que el de las células control. Este trabajo fue
realizado con células incubadas en oscuridad. Estos cultivos de E. gracilis adaptados a
la oscuridad pierden la capacidad de regenerar la clorofila y el cloroplasto. Por lo tanto
estas células dependen sélo del metabolismo mitocondrial y la glicélisis (Avilés et al.,
2005).

También Deloménie y col. (2007) establecieron una linea de células de Euglena
gracilis resistente a Cd por un incremento progresivo de la concentracion de Cd, de 500
MM a 2 mM en el medio de cultivo.

Las concentraciones usadas en estudios de resistencia a Cd en E. gracilis
representan un amplio grado de toxicidad para otros organismos, por ejemplo

Chlamydomonas reinhardtii es sensible a 1 uM de Cd, el cual inhibe la fotosintesis



(Overnell, 1975). La toxicidad del Cd esta en funciébn de la concentraciéon del ion
metalico libre. En las algas Chlorella vulgaris, Chlorella saccharophyla, Scenedesmus
obliquus, Skeletonema costatum, Chlorococcum spp., Navicula incerta, Ditylum
brightwellii y Selenastrum sp. se ha observado una reduccion del crecimiento con
concentraciones de Cd de 0.9-26.7 uM. En Chlamydomonas reinhardtii, Selenastrum
capri y Chlorella pyrenoidosa el Cd a concentraciones de 0.71- 8.9 uM (0.08-1 ppm)
inhibe la fotosintesis (Hart y Scaife, 1977; Laegreid et al.,, 1983; Overnell, 1975).
Lozano-Rodriguez et al. (1997) demostraron inhibiciéon del crecimiento en plantas de
chicharo y maiz de 70% y 30% respectivamente, tratadas con 50 uM de Cd.

Varios trabajos han mostrado que la sintesis de glutation (GSH) y fitoquelatinas
(PCs), asi como la asimilacibn de azufre, necesario para la sintesis de estos
compuestos, estan relacionadas con los mecanismos de resistencia a Cd en protistas
(Mendoza-Cozatl et al., 2005). Cuando las células de E. gracilis son expuestas a 0.2
mM de CdCl,, sus niveles celulares de cisteina, GSH y PCs incrementan, siendo 12
veces mas grandes que en las células no expuestas. Esta variacion de metabolitos
ocurre en el citosol y mas notablemente en el cloroplasto (Mendoza-Coézatl et al., 2002).
En este protista, las PCs son encontradas en el citosol, cloroplasto y en mitocondria
después de la exposicion a Cd (Mendoza-Coézatl et al., 2002, Avilés et al., 2003). Este
mecanismo de respuesta a Cd también se presenta en plantas (Salt y Wagner, 1993;
Salt y Rauser, 1995; Sanchez et al., 2001).

Con base en la informacién que se conoce hasta el momento con respecto a los
mecanismos de sintesis de PCs, estas observaciones pueden explicarse por lo
siguiente: (1) las PCs son sintetizadas en el citosol, por la actividad de la fitoquelatina
sintetasa, donde secuestran Cd, el complejo Cd-PCs es posteriormente transportado al
cloroplasto y las mitocondrias, por un transportador de tipo ABC (ATP Binding Cassette)
(2) las PCs se sintetizan en el interior de los organelos donde se unen al Cd, que se
transportd al interior de los mismos como ion libre, y forman complejos de alto peso
molecular (HMWC), en los que también participa el sulfuro, o (3) ambos procesos
coexisten y las PCs se sintetizan en los tres compartimentos celulares de manera

independiente (Figura 1) (Mendoza-Cézatl et al., 2002).
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Figura 1. Mecanismo propuesto para la resistencia a Cd en Euglena gracilis, en el cual la
mayoria del Cd y PCs son localizados dentro del cloroplasto (Tomado de Mendoza-Cézatl et al.,
2002).

La primera interrogante se refiere a la posibilidad de la existencia de un
transportador que movilice Cd-PC o Cd-GS; hacia el interior de la mitocondria y del
cloroplasto, similar al encontrado en Schizosaccharomyces pombe y vacuolas de
plantas. Sin embargo, este tipo de transporte todavia no se ha descrito para cloroplasto
0 mitocondria.

La segunda interrogante se refiere a la posibilidad de la presencia de un
transportador de Cd en la membrana organelar y una actividad de fitoquelatina
sintetasa (PCS) dentro de los organelos. Los cloroplastos de E. gracilis son capaces de
captar Cd en forma libre y el proceso implica al menos dos componentes, uno saturable
y uno no saturable (Figura 1 reaccion 1). Ademas, la purificacion de una red de PCs con
Cd empleando gradientes de Percoll, a partir de cloroplastos incubados con 0.5 mM
CdCl,, sugiere que muy probablemente una isoforma de PCS pudiera estar localizada
dentro de los cloroplastos de E. gracilis. Ademas, se han detectado complejos HMW en
cloroplastos aislados de E. gracilis expuestos a Cd lo cual apoya la existencia del
segundo mecanismo en cloroplastos de Euglena, sin embargo, esto no excluye la

primera posibilidad (Mendoza Coézatl et al., 2005).



Otro mecanismo que presenta E. gracilis es una bomba de flujo similar a la P-
glicoproteina, sugiriendo que un fenotipo MDR (resistencia a multiples drogas) podria
haber evolucionado en Euglena como uno de los mecanismos de desintoxicacion de
cadmio (Einicker-Lamas et al., 2003).

La exposiciéon de la cepa Z a 10-100 uM de Cd indujo la sintesis de la proteina
HSP70 (heat shock protein), una proteina de respuesta a estrés por calor, la cual es
una chaperona relacionada con la proteccion de proteinas en tiempos de estrés.
Interesantemente, la coexistencia de GSH y Cd definitivamente aceleré la induccion de
HSP70 en mayor medida que GSH o Cd solos. Esto sugiere que el GSH extracelular y
Cd podrian tener un papel sinérgico en el aumento de la produccién de HSP70
(Watanabe y Suzuki, 2004).

Barque et al (1996) realizaron un estudio con E. gracilis sin clorofila resistente a
Cd (2 mM de Cd) utilizando la técnica de electroforesis en gel bidimensional se encontro
la sobreexpresion de al menos cuatro proteinas de estrés por calor con pesos
moleculares de 90, 70, 55 y 40 kDa. Este mismo equipo previamente (Barque et al.,
1994), utilizando igualmente E. gracilis sin clorofila resistente a Cd empleando la misma
técnica indican la sintesis de dos polipéptidos de 55 kDa y 40 kDa sobreexpresados en
células de E. gracilis resistentes a Cd estos polipéptidos parecen ser proteinas de
estrés por calor que tal vez en algunos pasos del proceso de resistencia contra Cd
fueron adquiridas.

En E. gracilis sin clorofila resistente a Cd (2 mM) por medio de un analisis
bidimensional inmunoblot utilizando un anticuerpo monoclonal dirigido contra diferentes
isoformas citoplasmaticas de hsp70, se encontr0 que este anticuerpo detecto una

proteina parecida a hsc73 en células resistentes a Cd (Barque et al., 2000).

2.3. Cambios bioquimicos y de expresion genética en respuesta a metales
pesados en otros organismos

Empleando la técnica de cDNA-AFLP (Amplified fragment length polymorfism) para
identificar algunos de los genes regulados por Cd en Brassica juncea L., se observo el
aumento en la transcripcion de una HSP, lo cual sugiere que la desnaturalizacion de

proteinas es uno de los efectos de la toxicidad del Cd. También se encontraron



incrementadas las expresiones de una aldehido deshidrogenasa y una proteina de
unién a RNA (Fusco et al., 2005).

En Candida famata adaptada a altas concentraciones de Cu (1.26 mM) se
encontrd que las actividades de la enolasa y la triosa fosfato isomerasa (TPI) bajaron
como consecuencia de la exposicion a Cu. Las actividades medidas en la fase
estacionaria, fueron, para la TPl de 1.32 y 0.66 U/mg, y para la enolasa 0.81 y 0.42
U/mg en ausencia y presencia de Cu respectivamente. Asimismo, el Cu tuvo el efecto
de retrasar el inicio de la fase estacionaria de los cultivos ya que, en ausencia de Cu,
ésta se presento a las 39 h, mientras que en presencia de Cu, la fase logaritmica se
alarga y son necesarias 56 h para que se presente la fase estacionaria. Los niveles
totales de glutation incrementaron significativamente en el caso de las células
cultivadas con Cu comparadas con las células en ausencia de Cu y el efecto fue
dependiente de la sal de cobre usada en el tratamiento, siendo el efecto maximo con la
sal de sulfato de Cu (5.13 ung GSH/mg proteina) en comparacion con el control (1.48 ug
GSH/mg proteina) (Manzano et al., 2000).

En Arabidopsis thaliana se detecto que la TPl recombinante fue inactivada por
GSSG (Glutation oxidado) y esta fue reactivada por GSH. Para este trabajo el gene de
la TPI de A. thaliana fue expresado en Escherichia coli para obtener TPl recombinante.
La actividad de TPI fue reducida a menos del 20% por 2.5 mM de GSSG después de
incubar por 270 min, mientras ésta fue estable en la presencia de 2.5 mM de GSH. La
adicién de GSH al medio de reaccion a los 270 min recobra la actividad, indicando que
TPI es reversiblemente inactivada por GSSG (Ito et al., 2003).

En un estudio protedmico realizado en Thlaspi caerulescens expuesta a Zn y Cd
(2 uM) se obtuvieron 48 proteinas que incrementaban su intensidad en un gel
bidimensional en respuesta a Zn y Cd. Entre ellas se encontraba la TPI citosélica (cTPI)
(Tuomainen et al., 2006), la cual es investigada en este proyecto.

La interaccion de una proteina de union a RNA (PABP, poly (A) binding protein),
Pablp, con el RNAm incluyendo el CUP1, producto requerido para la resistencia a
cobre juega un papel muy importante en la expresion de los genes ya que la interaccion
de la cola de poli (A) con Pabl, estimula la union de la subunidad ribosomal 40S . La



mutante Pabl de Saccharomyces cerevisiae, que tiene una eliminado un RRMs (RNA
recognition motifs) fue sensible a elevadas concentraciones de Cu en el medio de
cultivo (Morrissey et al., 1999).

En la ostra Crassostrea virginica, la exposicion a 2 mM de Cd indujo una
respuesta de proteinas a estrés por calor, donde los niveles de proteina HSP60 y
HSP70 incrementaron de 1.5-2 veces en células de la branquia expuestas a Cd (Ilvanina
et al., 2008).

2.4. PCR en tiempo real

La reaccion de PCR permite amplificar un millon de veces un fragmento especifico
de DNA enmarcado por dos iniciadores (oligonucleétidos sintéticos, complementarios a
ambas hebras de la secuencia blanco). La PCR es un proceso multiple con ciclos
consecutivos de tres diferentes temperaturas, donde el nimero de moléculas de
secuencia blanco crece exponencialmente de acuerdo al nimero de ciclos. En cada
ciclo las tres temperaturas corresponden a tres diferentes pasos en la reaccion. En el
primer paso el DNA molde, el cual sirve como un molde maestro para la DNA
polimerasa, es separado en hebras individuales al calentar a 95 °C (desnaturalizacion).
En el segundo paso la mezcla de la reaccion es enfriada bajando la temperatura a 50-
60 °C (dependiendo de la composicion de los iniciadores usados), esto permite el
alineamiento de los iniciadores a la secuencia blanco. La hibridacion de iniciadores es
favorecida sobre la hibridacion DNA/DNA molde, por el exceso de moléculas de
iniciadores. En el tercer paso, el alineamiento de los iniciadores es extendido usando
una polimerasa de Thermus aquaticus (Taq) a temperatura éptima de 72 °C. Con el
alargamiento de la molécula de DNA recién sintetizada a partir de los iniciadores, una
copia de la secuencia blanco es generada. El ciclo de estas tres diferentes
temperaturas es repetido de 20 a 50 veces, dependiendo de la cantidad de DNA
presente y la longitud del amplicén (fragmento de DNA amplificado) (Lees, 2003).

La PCR en tiempo real es una técnica que permite la coleccion continua de sefal
fluorescente de una o méas reacciones en cadena de la polimerasa sobre un intervalo de

ciclos. PCR en tiempo real cuantitativo (QPCR) es la conversion de las sefales
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fluorescentes de cada reaccion dentro de un valor numérico para cada muestra (Dorak,
2006), permitiendo la cuantificacién del molde utilizado, de manera precisa.

Higuchi y colaboradores (1992) idearon una forma de hacer de la reaccion en
cadena de la polimerasa una técnica cuantitativa al agregar un fluorocromo que se
intercala o enlaza proporcionalmente con la doble cadena del DNA que se sintetiza
durante la reaccién y asi detectar el incremento de la fluorescencia con algun
dispositivo fluorométrico. Debido a que es posible cuantificar la fluorescencia a lo largo
de la PCR, particularmente en la fase exponencial de sintesis, se le llam6 PCR en
tiempo real (De la Rosa et al., 2006).

El método en condiciones estandar puede emplear dos tipos de quimica,
principalmente la sonda de tipo TagMan o un fluorocromo, como el SYBR Green. En
ambos casos se disefian iniciadores altamente especificos para amplificar un fragmento
de alrededor de 150 pb (De la Rosa et al., 2006). Para llevar a cabo la PCR a tiempo
real los termocicladores incorporan un lector de fluorescencia y estan disefiados para
poder medir, en cualquier momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales
donde se realice la amplificacion (Costa et al., 2004).

El reactivo SYBR Green | es una molécula pequefia que emite fluorescencia
cuando se enlaza al surco menor del DNA. Este compuesto cumple con dos
condiciones béasicas que le permiten ser usados en los ensayos de qPCR: 1) la
fluorescencia detectada es directamente proporcional al nUmero de copias obtenidas en
cada ciclo de la PCR y 2) esta molécula no inhibe la PCR ni disminuye su eficiencia de
amplificacion (De la Rosa et al., 2006).

El software proporcionado con los instrumentos de PCR en tiempo real permite
tres principales tipos de analisis de datos. 1) Medida del nimero de ciclos en el cual
cualquier aumento en la fluorescencia dentro de cada vial de reaccion alcanza un valor
significativo 2) los datos son usados en conjuncién con los resultados de estandares
externos para estimar el numero original de copias molde 3) curvas de disociacion son
transformadas que proporcionan graficos de —dF/dT contra T (F= fluorescencia y T=
temperatura) en el cual un maximo (pico de disociacion) ocurre a la temperatura de

equilibrio para cada duplex (Edwards, 2004).

11



2.5. Antecedentes directos del trabajo

En estudios previos en nuestro laboratorio, se analizé6 la expresion genética
diferencial de E. gracilis expuestas y no expuestas a Cd empleando la técnica de AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), la cual amplifica segmentos de cDNA a
partir de RNAmM empleando pares de cebadores o primers de manera aleatoria.
Mediante este método se lograron amplificar, aislar y secuenciar tres fragmentos de
cDNA con mayor expresion en células tratadas con Cd. Las secuencias de los cDNAs
identificados mostraron semejanza con las proteinas HSP70 (proteina de respuesta a
estrés por calor), Triosa Fosfato Isomerasa citosdlica (cTPI) y proteina que se une a
colas de poli-A (PABP, poly A binding protein) (Hernandez-Navarro, 2003, Olin
Sandoval, 2006). Estos resultados sugieren que estos genes incrementan su expresion
en respuesta a Cd. Sin embargo, la validez de estas observaciones radica en la
comprobacion de esta respuesta, empleando alguna técnica especifica, que permita
cuantificar los niveles de RNAmM de estos genes en respuesta a Cd. Para hacer esta
determinacion podria emplearse Northern blot. Sin embargo, empleando la técnica de
PCR cuantitativo en tiempo real (qQRT-PCR, quantitative Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction), la cuantificacion puede realizarse de manera mas precisa.
La técnica de PCR se basa en la amplificacion de un segmento de DNA de secuencia
conocida, utilizando dos cebadores especificos, uno para el comienzo y otro para el
final de la region a amplificar. En el caso del RT-PCR, el DNA molde se obtiene por la
actividad de la transcriptasa reversa (RT) sobre el RNA mensajero, obtenido de las
muestras de interés. Para llevar a cabo esta técnica es necesario establecer las
condiciones ideales para la amplificacién especifica de los segmentos de los genes en
estudio. Esto requiere de conocer detalladamente los fundamentos de la técnica,
realizar el disefio de los iniciadores para amplificar estos tres genes, asi como para
amplificar los genes de expresion constitutiva que servird como control para demostrar
gue la cantidad de cDNA molde que se emplea por reaccion es equivalente en cada
caso. Asimismo, es necesario probar estas condiciones en un PCR punto final para

determinar que los iniciadores solo amplifican el segmento de DNA correspondiente.
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3. Hipotesis

Empleando la técnica de AFLP se determin6 que los genes cTPI, PABP y HSP70

aumentan su expresion en Euglena gracilis expuesta a 170 uM de Cd, entonces al

utilizar una técnica mas especifica y precisa como el PCR cuantitativo se podra

comprobar si la observacion anterior es correcta.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Cuantificar la expresiéon de los genes cTPI, PABP y HSP70 de Euglena gracilis

durante las primeras horas (6 a 30 h) de cultivos expuestos a 170 uM Cd.

4.2. Objetivos particulares

Sintetizar cDNA a partir de muestras de mRNA extraido de E.gracilis cultivada en
ausencia y presencia de Cd (170 uM) a diferentes tiempos (6, 9, 12, 24 y 30 h).
Disefiar iniciadores apropiados de los genes de interés y los de referencia para la
reaccion de gPCR.

Estandarizar condiciones de amplificacion para los productos de PCR de los de los
genes de interés y los de referencia.

Ligar los insertos obtenidos de PCR punto final, correspondientes a los genes en
estudio, dentro del vector pGEM-T Easy, para producir los plasmidos necesarios
para realizar las curvas estandar.

Determinar las condiciones y concentraciones adecuadas para las curvas estandar
correspondientes que permitan llevar a cabo la cuantificacion de los cDNA molde.
Llevar a cabo la cuantificacion de cada gen normalizando contra un gen de
referencia (18S rRNA y B-actina).

Comparar la expresion de los genes cTPIl, PABP y HSP70 en células de Euglena

gracilis en presencia de Cd (170 uM) contra células control (en ausencia de Cd).
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5. Estrategia Experimental

Cultivo de células en medio
con (170 uM CdCl,) y sin cadmio

|

Extraccion de RNA total
e Cuantificacién
e Integridad del RNA en gel de agarosa

| N\

Extraccion de Poli A -_—

Disefio de iniciadores (para los genes

e Un producto < a 200nt
e Conuna Tm similar entre ellos
e GC50% o maéas

de referencia y de interés) . PCR punto final

Transcripcién reversa
e Cuantificacion de cDNA

l

1

e Clonacion de productos de PCR en
el vector pGEM

e Transformacion

e Extraccion de DNA

e Secuenciacion

}

Plasmidos recombinantes (para los
genes de referencia y de interés)

)

Curvas estandar (para los genes de
referencia y de interés)

}

PCR cuantitativo
con SYBR green

|

Andlisis de resultados
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6. Materiales y Métodos

6.1. Cultivo y cosecha de células
Células de Euglena gracilis fueron cultivadas en medio de glutamato/malato sin y
con Cd (170 uM), y cosechadas a las 6, 9, 12, 24 y 30 h. Las células fueron lavadas y

centrifugadas, y la pastilla fue pesada y se guardd a -70 °C (apéndice).

6.2. Extraccion de RNA total
El RNA total fue aislado de cada una de estas muestras de acuerdo al método de
Tiocianato de Guanidina/Fenol Cloroformo (apéndice). Esta parte del trabajo fue

realizado por Myriam Villalpando Mufioz como parte de su Servicio Social.

6.3. Cuantificacion de RNA total

La cuantificacion de RNA se llevo a cabo empleando un espectrofotometro
(Ultrospec 2000) tomando las lecturas a 260 nm. Se hizo una dilucion de 1:100 uL en
agua desionizada. La formula utilizada para calcular la concentracion de RNA fue: ug/uL
= (factor de dilucion) x (40) x (Absorbancia) /1000.

6.4. Integridad del RNA observado en una electroforesis en gel de agarosa
La electroforesis en gel de agarosa se llevd a cabo para observar la integridad del

RNA total utilizando una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

1. Se pesaron 0.3 g de agarosa (Gibco BRL) y se disolvieron en 25 mL de Buffer SB
1X (ver apéndice) (preparado con agua tratada con DEPC) y 2 uL de bromuro de
etidio.

2. Una alicuota de RNA se mezcl6 con Buffer de carga (ver apéndice) y se cargd en los
pozos.

3. La electroforesis se corrié a 100 V en una camara (MINNIE Submarine Agarose Gel
Unit Model HE33, Hoefer Scientific Instruments), empleando una fuente de poder
(Power Pac 200; Biorad).

4. El RNA resuelto se analizé empleando el Flour-S Multiimager (BIO RAD) utilizando

el Programa Quantity One.
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6.5. Purificacion de RNA poli A"

Se hizo de acuerdo a las indicaciones descritas en el sistema Poly ATtract mRNA

Isolation System IV (Promega).

6.5.1._Anclaje

1. En un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL libre de RNAsas se coloc6 de 0.1 a 1.0 mg
de RNA total y se llevé a un volumen final de 500 uL con agua libre de RNAsas.

2. Se calentd a 65 °C por 10 min.

3. Se adicionaron 3 uL de Oligo(dT) y 13 uL de buffer SSC 20 X. Se mezclo

suavemente y se dejo a temperatura ambiente hasta que el tubo se enfri6.

6.5.2. Lavado de particulas magnéticas

1.

3.

Se resuspendié con vortex un tubo de particulas magnéticas hasta que estuvieron
completamente dispersas. Se capturaron las particulas magnéticas colocandolas en
la barra magnética. Cuidadosamente se retir0 el sobrenadante.

Las particulas magnéticas se lavaron tres veces con buffer SSC 0.5 X (300 uL por
lavado). Después de cada lavado se capturaron las particulas magnéticas y
cuidadosamente se removio el sobrenadante.

Se resuspendieron las particulas magnéticas en 100 uL de buffer SSC 0.5 X.

6.5.3. Captura y Lavado

1.

Se adiciond el contenido de la reaccion de anclaje al tubo que contenia las
particulas magnéticas lavadas.

Se incubd a temperatura ambiente por 10 min. Se mezcl6é suavemente por inversion
cada 1- 2 min.

Se capturaron las particulas magnéticas y se removié cuidadosamente el
sobrenadante.

Las particulas fueron lavadas 4 veces con buffer SSC 0.1 X (300 uL por lavado).

Después del ultimo lavado se removio el sobrenadante.

6.5.4. Elusién del RNAmM

1.

Se resuspendid el pellet de particulas magnéticas en 100 uL de agua libre de
RNAsas.
Se capturaron las particulas magnéticas y el RNAm eluido se transfirio a un tubo

estéril libre de RNAsas.
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3. Se repitié el paso de la elusion resuspendiendo el pellet de particulas magnéticas en
150 uL de agua libre de RNAsas. Se capturaron las particulas, y se coloco el eluato
con el RNAm eluido en el paso 2 (volumen total 250 ulL).

4. Para su uso posterior el eluato se concentré en una liofilizadora (Labconco Freeze
dry System Lyph Lock 6) y el Centrivap Concentrador (Labconco). Se almaceno a —

20 °C hasta su uso.

6.6. Transcripcion reversa (RT)

La transcripcion reversa del RNA total y poli A* de los genes se realizo de acuerdo
al Kit SuperScript 1st Strand System de Invitrogen. Se utiliz6 el termociclador Gene
Amp PCR System 9700 de Applied Byosystems.

1. Se prepararon las mezclas de RNA/iniciador en tubos estériles de 0.2 - 0.5 mL como

sigue:
Volumen (uL)
Componente Muestra Control (no RT) Control RNA
Hasta 5 g de RNA total n n -
Control RNA 1
10 mM dNTP mix 1 1 1
Oligo dT 1 1 1
Agua DEPC a 10 al0 al0

2. Se incubd cada muestra a 65 °C por 5 min, entonces se coloc6 en hielo por al
menos 1 min.

3. Se preparo la siguiente mezcla de reaccion.

Volumen (uL)
Componente 1rxn
10 X buffer 2
25 mM MgCl, 4
0.1 MDTT 2
RNase OUT 1

4. Se adicionaron 9 puL de la mezcla de reaccion a cada mezcla de RNA/iniciador, se
mezcl6é suavemente y se centrifugd brevemente. Se incubd a 42 °C por 2 min.

5. Se adicion6 1 pL (50 unidades) de SuperScript RT a cada tubo, excepto al control
(no RT), se mezclé e incubd a 42 °C por 50 min.

6. Se terminaron las reacciones a 70 °C por 15 min. Se enfrio en hielo.
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7. Las reacciones se centrifugaron brevemente. Se adicion6 1 uL de RNase H a cada

tubo y se incubd por 20 min a 37 °C. Se almaceno a —20 °C hasta su uso.

Se llevé a cabo la cuantificacion del cDNA con Nano Drop ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometer. La concentracidon del cDNA medida colocando 2 uL de cada
muestra en el Nano Drop, posteriormente el programa di0 los resultados de
concentracion en ng/uL, la absorbancia a 260 y 280 nm, la relacion de 260/280 y la
relacion 260/230.

6.7. Disefio de iniciadores especificos

Para llevar a cabo la PCR, para amplificar los fragmentos de los genes de interés
fue necesario disefiar iniciadores especificos para cada uno de ellos (Tabla 1). Esto se
realiz6 empleando el programa PRIMERS3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3) donde
se proporciona la secuencia de interés y el programa sugiere algunos pares de
iniciadores indicando ademas la temperatura de alineamiento, porcentaje de guanina y
citosina, la longitud, probabilidad de formacién de dimeros, etc. Los iniciadores fueron

sintetizados en la Unidad de Sintesis del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Tabla 1. Caracteristicas de los iniciadores

Tamafo
esperado ; .
Gene del Longitud Tm (°C) %GC Primer Sec,uenf:la
(nt) (5'- 3)
producto
(nt)
60.06 50 S AAGAGGTGCACGAGCAAGTT
cTPI 192 20
59.92 45 AS CGGCAACGATATCCAAGAAT
59.95 40 S TCGTTTGGGGAAAAACAAAG
HSP70 182 20
59.93 50 AS TCAACGTATCCCCTTTCGTC
60.07 50 S CCATGATGATGCAGTGAAGG
PABP 218 20
59.97 50 AS CGTCATCAACGTTGTCATCC
59.94 55 S CTTAGATCGCTGCCAGATCC
rRNA 18S 193 20
60.05 50 AS GATTTCTCGTTGTGGGAGGA
B-actina 212 20 59.94 45 S ATGAAGCCTTCCATGATTGG
(constitutivo) 59.97 50 AS GGTGCAACCACCTTGATCTT

Tabla 1. Caracteristicas de los iniciadores seleccionados para la PCR. %GC: porcentaje de
guanina y citosina, Tm: temperatura de desnaturalizacion, S: Sentido, AS: Anti-sentido. Los
iniciadores para amplificar el gene del rRNA 18S se diseflaron con base en una secuencia
conservada de varios genes de Euglena gracilis reportados en el GenBank.
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6.8. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR punto final)
La amplificacion de los genes se realiz6 de acuerdo al kit Platinum Taq | DNA
Polymerase de Invitrogen. Se utilizo el termociclador Gene Amp PCR System 9700 de

Applied Biosystems.

1. Se adiciond lo siguiente a un tubo de PCR 0.2-0.5 mL

Volumen (uL)

Componente 1rxn
10X PCR buffer 5
50 mM MgCl, 15

10 mM dNTPmix
10 uM iniciador en sentido

10 uM iniciador antisentido

cDNA 0.4
Agua destilada estéril 2
Platinum Tagq DNA Polimerasa 38.1
Vol. Final 50

2. Se mezcldé suavemente y se incubd a 94 °C por 2 min. Se llevaron a cabo las

condiciones necesarias para la amplificacion (Figura 2).

Paso 1 Paso 2 Paso 3 | Figura 2. Condiciones de amplificacion
para la PCR punto final. Se incluyen

Ciclos: 1 Ciclos: 37 Ciclos: 1 temperaturas, tiempos y ciclos.

Paso 1: Desnaturalizacion

Paso 2: Desnaturalizacion

94 °C 94 °C 72 °C 72 °C Alineamiento

: Extensién
2 min , : o
30s \ 55 oC 1 min | 5 min| Paso 3: Extension final

30s

3. Se analizaron 10 uL de la muestra amplificada usando electroforesis en gel de

agarosa.

6.9. Plasmidos recombinantes
Se realizd una curva estandar para poder cuantificar el nimero de copias de un

gene que hay en la muestra de interés. Para ello se requiere tener los genes de interés
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y los de referencia, o al menos la parte que se va a amplificar, clonados en un plasmido
gue servira como molde para amplificar por PCR para tenerlo en cantidades conocidas.
Se realizan los PCR utilizando los mismos iniciadores que se utilizarian para el ensayo
de la cuantificacion y asi se obtuvieron los insertos que fueron ligados en el vector
PGEM-T Easy. Posteriormente se transformaron células de E. coli con este plasmido

recombinante y se realiz6 una minipreparacion.

6.10. Clonacion de los fragmentos de los genes empleados para las curvas
estandar

6.10.1. Células competentes

1. Con una colonia aislada de E. coli de la cepa XL1-Blue se inocularon 5 mL de medio
LB (ver apéndice) (en un tubo 13 x 100 mm) y se incub6 a 37 °C con agitacién
constante (250 rpm) toda la noche.

2. Del cultivo anterior se prepar6 un nuevo cultivo, tomando 1 mL y colocandolo en un
matraz de 250 mL con 50 mL de medio fresco en una dilucién 1:50, se incub¢6 a 37
°C con agitacion constante (250 rpm)

3. Cuando el cultivo tuvo una D.O. de 0.55-0.6 a 600 nm (aproximadamente a las 3
horas) se cosecharon las células centrifugando a 1075 x g (en un rotor de angulo
fijo, empleando una centrifuga Sorvall RB-X) durante 10 min a 4 °C.

4. Se obtuvo una pastilla que se resuspendié en % del volumen inicial (25 mL) de una
solucion de CaCl, 50 mM helado.

5. Se incubo en hielo durante 5 min; se centrifugd de nuevo a 1075 x g durante 10 min
a4 °C.

6. La pastilla se volvio a resuspender, esta vez en 1/15 del volumen original (3.3 mL)
en la misma solucién de CaCl, 50 mM helado.

7. Se hicieron alicuotas de las células en tubos eppendorf con 100 uL cada uno, con
glicerol al 15%, congelandose a —70 °C hasta su uso.

6.10.2._Purificacion de productos de PCR

Se hizo de acuerdo a las indicaciones descritas en el sistema Rapid PCR

Purification de Marligen. Se realizé PCR punto final sélo paro los genes cTPI, rRNA 18S
y B-actina ya que los genes HSP70 y PABP ya estaban clonados por un trabajo previo
de Hernandez-Navarro (2003).
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Preparacion de la muestra: se adicionaron 400 uL de la solucién de union (H1) a la
reaccion de amplificacion y se mezcloé completamente.

Carga del cartucho: se coloc6 un cartucho de carga dentro de un tubo de lavado de
2 mL. Se cargd la muestra del paso anterior dentro del cartucho. Se centrifug6 la
mezcla a 12,000 x g por 1 min.

Lavado: se coloco el cartucho anterior dentro de un tubo de lavado de 2 mL. Se
adicion¢ al cartucho 700 uL de Buffer de lavado (H2). Se centrifugé a 12,000 x g por
1min. Se centrifugo de nuevo a 12,000 x g por 1min se removieron todos los
residuos del Buffer de lavado.

Elusién de DNA: se coloco el cartucho dentro de un tubo de 1.5 mL. Se adicionaron
50 uL de buffer TE caliente (65 °C) directamente o al centro del cartucho. Se incub6

a temperatura ambiente por 1 min entonces se centrifugd a 12,000 x g por 2 min.

6.10.3. Reaccion de ligacion

Se realiz6 de acuerdo a las indicaciones descritas en el sistema pGEM-T Easy

Vector System |.

Reactivo Reaccion estandar (uL)
2 X rapid ligation buffer, T4 DNA ligase 5
pGEM-T Easy 1
Producto de PCR 3
T4 DNA ligase 1
Agua desionizada estéril a un volumen final de 10

Se mezclo la reaccion con la pipeta. Se incubd la reaccion a 4 °C por 16 h.

6.10.4. Transformacion

1.

A 100 pL de células competentes de E.coli XL1-Blue se afiadieron de 5 a 10 uL de la
reaccion de ligacion y se incubé en hielo durante 30 min.

Los tubos se sacaron del hielo y se colocaron en un bafio de 42 °C por 3 min e
inmediatamente se pasaron a hielo por 1 min.

Se afiadieron 4 volumenes (400 pL) de medio A (ver apéndice) a las células y se
incubaron a 37 °C durante 1 6 2 h.

Después de la incubacion, las células se sembraron en cajas con agar LB que

contenian ampicilina (100 pg/mL) para seleccionar colonias con el plasmido pGEM.
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5.

También se afadido IPTG a una concentracion final de 0.1 mM para inducir la
transcripcion del promotor del operdn de lactosa y X-gal a una concentracion final 80
ug/mL que daria coloracion azul al reaccionar con las colonias que expresaran a la
B-galactosidasa y que muy probablemente no contendrian inserto clonado en pGEM.

Se incubaron a 37 °C por 12 h.

6.10.5. Extraccion de DNA

1.

2.

Se seleccionaron las colonias blancas que crecieron en la caja con ampicilina, IPTG
y X-gal, y se sembraron en 5 mL de medio liquido LB.
Se incubaron 12 h a 37 °C con agitacion.

Posteriormente se siguieron los pasos de acuerdo a las indicaciones descritas en

el sistema Rapid Plasmid Purification de Marligen Bioscience.

1.
2.

Cosecha de células: se removié el medio centrifugando a 15,000 x g 30 s.

Células en suspension: se adicionaron 250 uL Buffer de suspension de células de
(G1) al pellet y se homogenizo.

Lisis de la célula: se adicionaron 250 uL de la solucién de lisis (G2). Se mezclé
suavemente por inversion del tubo 5 veces. Se incubd a temperatura ambiente por 5
min.

Neutralizacion: se adicionaron 350 uL de buffer de Neutralizacion (M3) y mezcld
inmediatamente por inversion del tubo 5 veces. Se centrifugod la mezcla a 12,000 x g
por 10 min.

Carga del cartucho: se coloc6 un cartucho de centrifuga en un tubo de lavado de 2
mL. Se carg6 el sobrenadante del paso 4 en el cartucho. Se centrifugdé a 12,000 x g
por 1 min. Se descarté el sobrenadante.

Lavado del Cartucho: se colocé el cartucho dentro del tubo de lavado y
posteriormente se le adicionaron 700 uL de buffer de lavado (G4). Se centrifugd a
12,000 x g por 1 min. Se descarto el sobrenadante. Se centrifugd nuevamente a
12,000 x g por 1 min.

Elusion del plasmido: se coloco el cartucho dentro de un tubo de 1.5 mL. Se
adicionaron 75 pL de buffer TE a 65 °C directamente en el centro del cartucho. Se
incubd a temperatura ambiente por 1 min, entonces se centrifugd a 12,000 x g por 2

min.
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6.10.6. Cuantificacion

Se llevo a cabo la cuantificacién del DNA plasmidico con Nano Drop ND-1000 UV-
Vis Spectrophotometer. La concentracion del DNA plasmidico fue medida colocando 2
uL de cada plasmido recombinante en el Nano Drop, posteriormente el programa dio los
resultados de concentracion en ng/uL, la absorbancia a 260 y 280 nm, la relacién de
260/280 y la relacion 260/230.

6.10.7. Secuenciacion

Se cuantificd el DNA por espectrofotometria y se llevo a una concentracion de 300
ng/uL. La secuenciacién se hizo utilizando el cebador T7 y fue realizada en la Unidad
de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia, UNAM, por el método Taq
FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fuorescence-Based Sequencing. Las secuencias
obtenidas fueron analizadas y comparadas con el GeneBank (http://www.ncbi.nlm.

nih.gov/).

6.11. PCR en tiempo real

La reaccion de amplificacién de los fragmentos especificos de los genes se realiz
con SYBR Green PCR Master Mix de Applied Biosystems. Se utilizé el termociclador
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System. Los resultados fueron analizados por
el software con el mismo nombre.

6.11.1. Curva estandar

Para poder obtener las curvas estdndar fue necesario realizar diluciones de cada
plasmido recombinante buscando que estas curvas al amplificar abarcaran un
determinado namero de ciclos (11 a 25 ciclos aproximadamente) dentro de los cuales
pudiera caer la amplificacién de la muestra. Para lo cual se tuvieron que realizar varios
ensayos amplificando algunas muestras al mismo tiempo que las diluciones de los
plasmidos. Al mismo tiempo que se realizaba esto se estandarizaban condiciones.

6.11.2. Cuantificaciéon de la expresion.

Ya que se estandarizaron las condiciones se prosiguio a realizar la cuantificacion.

Cada reaccion contenia lo siguiente:
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Volumen (pL)
Componente 1 rxn
Master mix 7
10 uM iniciador en sentido 0.4
10 uM iniciador antisentido 0.4
cDNA (700 ng/uL) 1
Agua destilada estéril 11.2
Vol. Final 20

Nota: para el blanco sélo no se adiciona cDNA.

1.

Todo el material utilizado (tubos, pipetas, guantes, puntas y agua desionizada) fue
irradiado por 15 min con UV, previamente a su uso.

Se prepard la mezcla de iniciadores (en sentido y antisentido) para cada gene por
separado dando un volumen final de 38.4 uL cada una (mezcla 2 (M2) y mezcla 3
(M3)), tanto el de interés como el constitutivo por separado.

Posteriormente se prepar6 una mezcla para 96 reacciones tanto para muestras,
curva estandar y blancos para ambos genes (mezcla uno (M1)), la cual incluyé
1,075.2 uL de agua desionizada estéril y 672 uL de Master mix (SYBR Green PCR
Master mix (No cat. 4309155 Applied Biosystems) conteniendo Amplitaq Gold DNA
polimerasa, dNTPs con dUTP y componentes del buffer.

Se adicion6 en 10 tubos eppendorf un volumen de 109.2 uL de la M1 estos fueron
utilizados sélo para las muestras de cada gene. En otros 12 tubos se adicioné a
cada uno un volumen de 54.6 uL de M1 estos fueron utilizados para los puntos de la
curva estandar y blancos.

A los 10 tubos de las muestras se les adicioné 6 uL de cDNA, para ambos genes.
Se mezclaron y se recolectaron por medio de un pulso, posteriormente cada uno de
los 10 tubos se dividieron en 2 quedando un volumen de 57.6 uL. A los 8 tubos para
la curva estandar se les adicionaron 3 uL de DNA plasmidico de cada gene y a 4
tubos se le adicionaron 3 uL de agua desionizada estéril para los blancos.

A los 20 tubos para las muestras (10 de cada gene), los 8 tubos de las curvas
estandar (4 de cada gene) y para los 4 tubos de los blancos (2 de cada gene) se les

adicion6 2.4 uL de la M2 y M3 respectivamente
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7. Las mezclas de cada tubo se dividieron en tres y se pasaron a la placa para qPCR,

la placa se cubri6 con cinta adhesiva optica.

8. Se meti6 al termociclador bajo las siguientes condiciones:

Paso 1
Ciclos: 1

50°C
2 min

Paso 2
Ciclos: 1
95°C 94 °C
30s

//10nﬂn

Paso 3
Ciclos: 37

57 °C
30s

72 °C
45s

95 °C

95°C
15s 60 °C 15

Paso 4
Ciclos: 1

1 min

Figura 3. Condiciones de la qPCR, incluyendo Temperaturas en grados centigrados y tiempo en
minutos ademas de el nimero de ciclos de cada paso.

9. Se analizaron los resultados obtenidos por el software del equipo.

10.El paso 4 de la Figura 3 se realiza para determinar la temperatura de disociacion de

los productos amplificados (curva de disociacién), en la cual la temperatura aumenta

a una velocidad de 1.75 °C/min, en un rango de 60 a 95 °C.
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M2 para cTPI
1S21.2 uL
IAS 21.2 uL

1S 21.2 uL
| AS 21.2 ul

M3 para B-actina

H,0 1075.2 uL

M1 | <T— Mmix 672 uL

109.2 uL de 54.6 uL de
M1 c/tubo M1 c/tubo

E 10 tubos 12 tubos
+
6 uL de cDNA \ \
c/tubo
6 tubos 6 tubos
CTPI B-actina
57.6 uL
en c/tubo + +
3 uL de 3 uL de
Plasmido Plasmido
10 tubos 10 tubos
) Para los blancos afadir el
cTPI B-actina mismo volumen pero de agua
+ + + +
| 2.4 L de M2 | 2.4 L de M3 2.4 uL de M2 2.4 uL de M3
Colocar en 3 Colocar en 3 Colocar en 3 Colocar en 3
pozos dentro pozos dentro pozos dentro pozos dentro
de la placa de la placa de la placa de la placa

Figura 4. Diagrama experimental para la cuantificacion de la expresion de cTPI. Este
experimento se disefié de esta manera para evitar la variacion que pudiera producirse por la
adicién independiente del molde.

26



7. Resultados

7.1. Cuantificacion e integridad del RNA total

RNA total fue extraido de cultivos de E. gracilis no expuesta y expuesta a 170 uM
a Cd?*, de muestras tomadas a las 6, 9, 12, 24 y 30 h (trabajo de Servicio Social
realizado por la alumna Myriam Villalpando). Estas muestras fueron cuantificadas por
espectrofotometria a 260 nm, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 2. Cuantificacién de RNA total

Muestra 6 h 6h 9h 9h 12 h 12 h 24 h 24 h 30h 30h
s/Cd* c/Cd s/Cd c/Cd s/Cd c/Cd s/Cd c/Cd s/Cd c/Cd
RNA
total 15.57 14.4 22.11 20.55 | 11.06 | 11.23 8.27 473 14.42 8.19
[Lg/u]

Tabla 2. Cuantificacion de RNA total obtenido por el método de Tiocianato de guanidina /fenol
cloroformo. * s/Cd: cultivos sin Cadmio. ¢/Cd: cultivos con Cd

La integridad del RNA total obtenido previamente, fue analizada por medio de una
electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 5). La electroforesis mostré que el RNA
total estaba en buen estado y no presentaba degradacion. Por lo tanto era posible

utilizarlo para hacer la purificacion de poli A™.

Tiempo de cultivo

6 h 9h 12 h 24 h

r A N A 1f_%f_H

-+ -+ - o+ -+

28S — ' | ‘II' i'
| i

185 — -y b -

| e
Figura 5. Alicuotas de 5 pg de RNA total obtenidas de diferentes tiempos de cultivo en medio
sin (-) y con (+) 170 uM Cd?* fueron resueltas en un gel de agarosa al 1% teflido con bromuro
de etidio. 28S: Subunidad ribosomal 28S, 18S: Subunidad ribosomal 18S, RNAt: RNA de
transferencia.
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7.2. Disefio de iniciadores

Se procedié a realizar el disefio de los iniciadores para cada gene de interés. Una
vez que se conocen las condiciones para elegir el par de iniciadores para amplificar el
gene de interés, el fragmento a amplificar debe ser de aproximadamente 200 nt y los
pares de iniciadores deben tener temperaturas de desnaturalizacion cercanas a 60 °C.

En la Tabla 2 se presentan los pares de iniciadores seleccionados con estos criterios.

7.3. PCR punto final

Se realizé transcripcion reversa de RNA total y de poli A"y posteriormente la PCR
con el cDNA sintetizado con los diferentes pares de iniciadores para obtener
fragmentos especificos de los genes correspondientes, por lo que fue necesario
establecer las condiciones de temperatura y tiempo adecuadas para una amplificacién
exitosa (Figura 2). También se metié un control (no RNA) que no mostré ninguna banda
de amplificacion (datos no mostrados). Después de la amplificacion los resultados

fueron analizados en un gel de agarosa al 1.2 % (Figura 6).

cTPI PABP HSP70 185 B
f—)% M — —
T T A* T A" T A" T T

5
sl -

L . pb —
650 = " ;
400 — L 234 .
194\: e
200 =— T R 118
100 — 72 '

Figura 6. Las reacciones de PCR fueron realizadas empleando como molde cDNA obtenido a
partir de RNA total (T) o RNA poliA™ (A*) de la muestra de 24 h sin Cd. Se emplearon los pares
de iniciadores correspondientes a los genes estudiados: cTPI: Triosa fosfato isomerasa
citosolica, PABP: Proteina de unién a colas de poli A, HSP70: Proteina de respuesta a estrés
por calor de 70 kDa, 18S: Subunidad ribosomal 18S, B: Beta actina Los productos obtenidos
fueron resueltos en un gel de agarosa al 1.2%. M: marcador de peso molecular, pb: pares de
bases.
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En este gel se pudo observar que tanto con RNA total como con RNA poli A" fue
posible amplificar un solo amplicon ya que se observan bandas Unicas en cada reaccion
y del tamafio esperado, calculado con base en la secuencia a amplificar. Estos
resultados indican que los iniciadores son adecuados para el objetivo planteado. Debido
a que los resultados de la PCR empleando cDNA sintetizado a partir de RNA total o a
partir de poli A" produjeron resultados semejantes (una sola banda), se decidi6 que la
RT-PCR se haria con RNA total para no correr riesgos de perder las muestras en el
proceso de purificacion de RNA poli A* por ejemplo en el carril de PABP A" de la Figura

6 que no aparecio banda probablemente por esta razon.

7.4. Plasmidos recombinantes

En el laboratorio se tenian clonados en plasmidos, secuencias de los genes cTPI,
PABP y HSP70, que habian sido obtenidos al identificarlos como genes que
aumentaban su expresion en presencia de Cd, en un estudio de AFLP (Hernandez
Navarro, 2003). Sin embargo, fue necesario volver a clonar un fragmento de cTPI
debido a que el fragmento que se tenia clonado previamente era una secuencia de
nucleétidos muy pequefia (170 pb) y ademas porque no fue posible encontrar un par de
iniciadores que tuvieran las caracteristicas adecuadas para amplificar esa region. Por lo
tanto nos basamos en la secuencia reportada en el GenBank para disefar los
iniciadores que sirvieron para amplificar y clonar un fragmento con las caracteristicas
adecuadas. Ademas por requerimientos de la técnica, es decir la necesidad de medir la
expresion de genes constitutivos, se amplificaron y clonaron segmentos para los genes
rRNA 18S y B-actina.

Los plasmidos recombinantes resultantes de la ligacion de los fragmentos
correspondientes se secuenciaron para corroborar que se habia ligado correctamente el
producto de la PCR dentro del vector pGEM. Los insertos fueron secuenciados y
analizados con el Equipo: Perkin EImer/Applied Biosystems Modelo 3730 Método: Taq
FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fuorescence-Based Sequencing. Las secuencias
mostraron 100% de identidad con las secuencias reportadas en el GeneBank (Figura
7).
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7.5. PCR en tiempo real
En este punto se realizaron varios ensayos para estandarizar condiciones y poder
llevar a cabo la cuantificacion de los genes de interés, para lo cual se modificaron varios

parametros de amplificacion del paso tres (Figura 3).

TPI citosolica (192 pb) AN: AY342150

AAGAGGTGCACCAGCAAGTTCGTGCCTGGGTTGCCAGCAATGTCAGCCCTTCAGTTGC
CGCTGAGGTTCGAATTCTGTATGGTGGTTCAGTGACAGCAAAGAACAGTGCGGAGCTG
GCAGGAAAGCCTGATGTGGATGGTTTCTTGGTTGGTGGAGCCTCTTTGAAGCCCGAATT
CTTGGATATCGTTGCCG

rRNA 18S (193 pb) (secuencia conservada) AN: AF283308.1, AJ532426.1,
AJ532425.1, AF283309.1 y AY029409.1

CTTAGATCGCTGCCAGATCCACTGCAGCGAAGGCGTTCTGCAAGTGCACGTCCGTCGA
TCAAGAATGAGAGTTCGGGGAGCAAAGATGATCAGACACCGTCGTAGTCCGGCCACTG
TAAACGATGCCGGCCAGGCCTTGGCAGAGCAAGAATCCTAGACTCTGTCAGGGCCACT
CCTCCCACAACGAGAAATC

B-actina (212 pb) AN: AF057161

ATGAAGCCTTCCATGATTGGCCTTGAAGCCTGTGGTGTCCATGAAACCACCTTCAACTC
CATCAACAAGTGCGACATTGATGTTCGCAAGGATTTGTACTCCAACATTGTGCTGTCTG
GTGGCACCACGATGTATGAGGGGCTTCCAGAGCGCATGTCCAAGGAGATCACGAACCT
TGCGCCCAACAGCATGAAGATCAAGGTGGTTGCACC

Figura 7. Secuencias de los insertos de lo diferentes genes dentro del vector pGEM. A.N.
Accesion number para el GeneBank.

Establecimiento de las condiciones para realizar las curvas estandar.
Ensayo 1. HSP70 de 1 a 1,000 ng.

Para la PCR cuantitativa se tuvieron que estandarizar condiciones de

amplificacion, lo primero que se realiz6 fue obtener la curva estandar. Para esto se
realizaron diluciones de plasmido con inserto del gene de HSP70 de a 1000, 100, 10y 1
ng y posteriormente se amplificaron con las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion 94 °C 30 s

Alineamiento 55 °C 30 s

Extensién 72 °C 1 min
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Delta Bn vs Cycle
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Figura 8. Amplificacion de curva estdndar de HSP70 de 1000 a 1 ng de plasmido recombinante.
Las reacciones para cada dilucién se realizaron por duplicado, pero en el caso de 100 y 1,000
ng se eliminaron sus repeticiones ya que no se amplificaron correctamente.

Como se puede ver en la Figura 8, la amplificacién se di6 en ciclos muy tempranos
ya que en 1 ng de DNA plasmidico recombinante de HSP70 hay aproximadamente
304’700, 000 copias (ver apéndice).

Ensayo 2. HSP70 y PABP de 1 a 1,000 pg.
En este ensayo se prosiguié con diluciones de los plasmidos recombinantes de

PABP y HSP70 probando diluciones de 1000 pg a 1 pg (Figura 9). Se utilizaron las
mismas condiciones que en el ensayo 1.

En esta prueba se cubri6 un amplio intervalo de diluciones observandose
amplificacion en ciclos muy tempranos. Esto implicaria que la concentracion de muestra
a utilizar tendria que ser alta. Por lo que se decidié realizar las curvas estandar con
diluciones menores a 10 pg de DNA plasmidico recombinante ya que los resultados de
la amplificacidon serian en ciclos mas avanzados y asi se abarcarian los ciclos centrales
para la curva estandar. En un ensayo preliminar con la muestra se observo
amplificacion para el rRNA 18S en el ciclo 14 y para cTPI en el ciclo 26 (datos no
mostrados). Un problema que se pudo observar aqui es que los blancos amplificaron lo

cual nos indicaba una contaminacion.
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Figura 9. Amplificacion de curva estandar y blanco de PABP y HSP70. Para cada dilucion se
realiz6 un duplicado, pero en algunos casos éste se elimind ya que se tuvo problemas con su
amplificacion.

Ensayo 3. Pruebas con una muestra vy establecimiento de las condiciones para un

blanco correcto.

El objetivo de este ensayo fue comenzar a trabajar con las muestras. Para ello se
utilizé solo una muestra para amplificar todos los genes. Para eliminar la contaminacién
del blanco todo el procedimiento de mezclas se realizé en una campana de flujo laminar

(Figura 10). Las condiciones de amplificacidon siguieron siendo las mismas del ensayo 1.
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Figura 10. Amplificaciones de cTPI, PABP, HSP70, rRNA 18S y B-actina. Para cada ensayo
se incluyé su curva estandar, muestra y un blanco. Cada reaccion se llevé a cabo por
duplicado, pero en algunos casos fue necesaria la eliminacion de alguno de ellos ya que
present6 problemas en su amplificacion. En todos los casos la curva estdndar empieza en 10
pg excepto en el caso de HSP70 en donde inicia con 1 pg ya que debajo de esta
concentracion es donde cae la muestra.

En estas figuras se observa que hay complicaciones con las curvas estandar de
PABP y rRNA 18S, ya que su amplificacion fue dispersa y no cada 3.3 ciclos como
se esperaba.

En estas reacciones también se verificd que la amplificacion de la muestra y las
curvas estandar dieran un solo producto de amplificacion. En la Figura 11 se

presentan las curvas de disociacion para cada producto.
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Como podemos ver en las curvas de disociacion se obtuvo un solo producto de
amplificacion a excepcion de PABP y rRNA 18S que muestran picos muy amplios y
con hombros o varios picos, lo cual indica que hay formacién de un producto
inespecifico en las reacciones de amplificacién para estos genes. Los puntos de la
curva estandar de PABP mostraron un hombro en la base del lado izquierdo, la
muestra presentdé dos hombros uno con una Tm de 73 °C y otro de 83 °C
aproximadamente. En el caso de rRNA 18S se observdé que se presentan dos
productos uno con Tm de aproximadamente de 73 °C y otro a 84 °C, se observo que
cuando el plasmido estad a una mayor concentracion el producto dominante es el de
una Tm de 84 °C y a una concentracion baja presenta una Tm de 73 °C y en la
muestra, a pesar de mostrar dos productos, el mayoritario tiene una Tm de 84 °C.

Un problema que persistio fue la amplificacion de los blancos a pesar de haber
tomado precauciones utilizando la campana de flujo laminar. Esto hizo pensar que la
contaminacion podria estar en uno de los reactivos 0 soluciones que se estaban
empleando para la reaccién, por ejemplo en cTPI el blanco amplifico casi a la misma
altura que la muestra (Figura 10) y en la curva de disociacion muestra un pico

maximo igual que la muestra (Figura 11).

Ensayo 4. Eliminacién de la amplificacién en el blanco.

Para impedir la amplificacion del blanco se tomaron mas medidas preventivas
como la filtracion del agua desionizada por filtros Millipore de 0.22 u la cual
posteriormente se reparti6 en alicuotas de 500 y 1,000 puL en tubos eppendorf
estériles de 0.6 mL y 1.5 mL. Estas alicuotas fueron esterilizadas en autoclave a 121
°C por 15 min y antes de utilizar el agua se irradio con luz UV por 15 min.
Posteriormente fue preparada la mezcla por duplicado para cTPl con esta agua
tratada y se procedioé a amplificar (Figura 12).

En esta figura se puede ver que no hay amplificacion del blanco como
anteriormente se habia dado, logrando asi nuestro objetivo de eliminar algun DNA

contaminante.
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Dissociation Curve
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Figura 11. Curvas de disociacion de cTPIl, PABP, HSP70, rRNA 18S y B-actina de curva
estandar, muestra y blanco. La temperatura de alineamiento empleada fue de 55°C en todos

los casos.
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Figura 12. Amplificacion de blancos de cTPI.

Ensayo 5. Cambio de condiciones para evitar los productos inespecificos en la gPCR

de PABP v rRNA 18S: aumento de la temperatura de hibridacion.

Ya que en el caso de las curvas de disociacion de PABP y rRNA 18S
presentaron amplificacién inespecifica (Figura 7) lo siguiente fue probar con una
muestra una temperatura de hibridacion mayor (57 °C) para hacer mas especifica la
reaccion, las demas condiciones se mantuvieron iguales. Este aumento en la
temperatura de alineamiento se aplico a las reacciones de amplificacion de todos los
genes (Figura 13).

Las amplificaciones de los genes cTPl y B-actina no mostraron ninguna
variacion, siguieron teniendo un solo producto de amplificacion. En el caso de la
muestra de rRNA 18S que habia presentado dos productos, en este ensayo soélo
presenté uno con una Tm de aproximadamente 84 °C. La muestra de PABP sigui6

presentando una amplificacion inespecifica.
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Figura 13. Curva de disociacién de la muestra para cTPI, PABP, HSP70, rRNA 18S y B-
actina empleando temperaturas de alineamiento de 57 °C
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Ensayo 6. Cambio de condiciones para evitar la amplificacion de productos

inespecificos en las gqPCR para PABP y rRNA: disminucibn en el periodo de

extension.

Se prosiguié a cambiar algunos parametros como la extensién a 72 °C por 45 s
(antes 1 min), para poder obtener un sélo producto de amplificacion de PABP y rRNA
18S. Estas condiciones fueron probadas para todos los genes. Se utilizé una muestra
en varias concentraciones y los plasmidos recombinantes de cada gene para la curva
estandar, por duplicado en todos los casos.

En el caso de PABP la disociacion de la curva estandar presenté un solo pico
(comparar con la Figura 7), tal vez la disminucién en el tiempo de extension mejoré la
especificidad de la reaccion al disminuir la produccién de amplicones inespecificos.
La amplificacion de la curva estandar fue lo esperado. Sin embargo, la muestra

sigui6 presentando varios hombros (Figura 14).

Dissociation Curve Dissociation Curve
030 030

020 020

e

Derivative
Derivative

0.00 000

Temperature (C) Temperature (C)
Curva estandar Muestras

Figura 14. Curvas de disociacion de PABP. Temperatura de alineamiento 57 °C, condiciones
de extensiéon 72 °C, 45 s.

En la curva de disociacion de rRNA 18S tanto para curva estandar como para la
muestra probada soélo se obtuvo un solo producto de amplificacion con una Tm de
aproximadamente de 84 °C (Figura 15), pero en la amplificacion de la curva estandar
mostré una amplificacién dispersa ya que no aparecen las curvas de amplificacion de

cada dilucion de una manera regular (cada 3.3 ciclos) como era de esperarse de
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acuerdo a la concentracion de molde analizada (diluciones sucesivas de 1:10)

(Figura 16). Esto podria ser debido a errores de manipulacion.
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Figura 15. Curvas de disociacion de rRNA 18S. Condiciones descritas en la Figura 3 paso 4.
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Figura 16. Amplificacién de curva estandar de rRNA 18S, cada dilucion de DNA plasmidico
recombinante por duplicado.

Dado que todos los genes analizados debian correrse en una misma reaccion,

era necesario establecer si estas nuevas condiciones afectaban los resultados

observados anteriormente para los otros tres genes. En el caso de cTPI, HSP70 y -
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actina tanto la curva de disociacién como la amplificacion no se afectaron con estas

nuevas condiciones.

Ensayo 7. Cambio de condiciones para evitar la amplificacion de productos

inespecificos en la gPCR para PABP: aumento de la temperatura de alineamiento.

Para esto se prosiguié a aumentar la temperatura de hibridacion a 58 °C, y las
demas condiciones continuaron iguales, utilizando plasmido recombinante y muestra
(Figura 17)
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Deriv ative

010

0.00

1] 65 7o 7a a0 a5 a0 95

Terperature ()

Figura 17. Curva de disociaciéon de muestra y pladsmido de PABP. Para cada uno se realizo
por duplicado, pero en el caso de la muestra se tuvo que eliminar una repeticion por
problemas de amplificacién.

A pesar de estas pruebas para tratar de mejorar el resultado de la reaccion, se
siguié observando un hombro muy pronunciado en las curvas de disociacién tanto
para muestra como para el plasmido. En el caso del plasmido la temperatura le
afectd ya que empeoro6 (se hace mas amplia en la base) en comparacion del ensayo

anterior. Debido a estos resultados ya no se trabajo con este gene.

Ensayo 8. Cuantificacion de la expresion de HSP70 utilizando la expresién del rRNA

18S como constitutivo.

Se realiz6 un ensayo de cuantificacion de HSP70 empleando la amplificacion del
rRNA 18S como gene de referencia, con todas las muestras y con la curva estandar de

estos dos genes todo por triplicado, con las mismas condiciones. Los resultados de la
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amplificacion de la curva estandar para el rRNA 18S mostraron ciclos muy continuos
(Figura 18). En teoria, en cada ciclo de PCR el material se duplica, entonces, con cada
ciclo de amplificacion se obtendria el doble de material del ciclo anterior. Asi, el nimero
de ciclos entre cada dilucion estara determinado por la ecuacion:
2" = Factor de dilucién

En donde n es el numero de ciclos entre curvas (o el nUmero de ciclos cuando la
amplificacién alcanza la linea basal (Ct), generalmente el aparato la ubica en 1%). Por lo
tanto para un factor de dilucién de 10, n =log, 10, por lo tanto n = 3.32 (Dorak, 2006).
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Figura 18. Amplificacion de curva estandar de rRNA 18S.

Las curvas de disociacion para las muestras y la curva estandar dieron un solo
producto con una Tm de aproximadamente 84 °C (Figura 19). Por lo tanto los defectos
en la amplificacion de la curva estandar fueron probablemente debido a que las
condiciones de amplificacion, concentracion de iniciadores, temperatura de hibridacion

o alineamiento, etc., no fueron las adecuadas.
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Figura 19. Curva de disociacién de rRNA 18S, muestras y curva estandar.

Ensayo 9. Revision de curva estandar rRNA 18S.

Este ensayo se repiti6 con las mismas condiciones para ver si los resultados
anteriores podrian haber sido por algun error en la manipulacion. Para ello se utilizaron
los plasmidos recombinantes para este gene y las mismas diluciones (Figura 20). Este

ensayo se realizo por duplicado.

Delta Rnvs Cycle
1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

Delta Rn

100 pg 10 pg 1pg 0.1pg

o | ELLATTHTTHT

2 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

1.0e-003

Cyele Number

Figura 20. Amplificacion de curva estandar de rRNA 18S. El ensayo se realiz6 por duplicado, en
el caso de 0.1 pg fue necesario eliminar su repeticion por problemas en su amplificacion.
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En esta figura se observa la amplificacion de la curva estandar para rRNA 18S que
muestra ciclos muy dispersos (aproximadamente cada 4 ciclos). Ademas la eficiencia
fue 68.3% (Figura 21) calculada a partir de la formula:

E=10""-1
Donde m es la pendiente de graficar el Log de la concentracion contra Ct.
Se considera que una eficiencia de amplificacion menor al 90% no es buena y por

lo tanto esta curva estandar no puede ser utilizada como referencia.
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32
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28
26

24

Ct

22

20

18 Eficiencia: 68.8 %
16 Slope: -2.747739
14 Intercept: 12158326
-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 i
Re: 0997232

Log CO

Figura 21. Curva estandar de rRNA 18S.

Ensayo 10. Aumento de la concentracidn de molde para la curva estandar de rRNA
18S.

Pensando en que aumentado la concentracion de plasmido la curva mejoraria se
realizd un ensayo con concentraciones de 1,000 a 1 pg del plasmido, para ver si asi

podia amplificar cada 3.3 ciclos (Figura 22). Este ensayo se realiz6 por duplicado.
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Figura 22. Amplificacion de curva estandar de rRNA 18S, diluciones de 1000 a 1 pg.

La amplificacion de la curva estandar para el rRNA 18S siguié siendo muy

dispersa. La eficiencia fue de 50.52%, que es muy baja.

Se aumentd aun mas la cantidad de molde, de 5,000 pg a 5 pg (Figura 23) pero

igualmente se observd una amplificacion muy dispersa y por tanto una eficiencia baja

48.54%.

Después de estos ensayos decidimos no continuar trabajando con este gene pues

no pudimos definir las condiciones adecuadas para que pudiera ser utilizado como gene

de referencia en este estudio.
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Figura 23. Amplificacion de rRNA 18S de 5,000 pg a 5 pg

45



Ensayo 11. Curvas estandar realizadas con una cuantificacion mas precisa del DNA

molde.

Se realizdé la trascripcion reversa de las distintas muestras de RNA total

empleando 5 pg como molde. ElI cDNA obtenido fue cuantificado primeramente a 260

nm en espectrofotometro pero al ver que habia muchas variaciones en esta medicion,

se midid la concentracién con Nano Drop. Los datos obtenidos con este aparato son

presentados en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentracién de cDNA

Muestra ng/pl Abs‘yggnda Absozrgg‘”da 260/280 260/230
6h sin Cd 191.69 3.834 2.088 1.84 1.90
6h con Cd 114.32 2.286 1.327 1.72 1.70
9h sin Cd 207.72 4.154 2.337 1.78 1.74
9h con Cd 285.85 5.517 3.017 1.90 1.89
12h sin Cd 183.32 3.666 2.006 1.83 1.74
12h con Cd 203.44 4.069 2.194 1.85 1.81
24h sin Cd 279.83 5.588 2.900 1.93 1.90

24h con Cd 171.45 3.429 1.932 1.77 1.66
30h sin Cd 439.26 8.785 4.655 1.89 1.91
30h con Cd 355.55 7.111 3.864 1.84 1.82

Tabla 3. Cuantificacion de cDNA obtenido de la transcripcion reversa de cada muestra.

La cuantificacion del DNA plasmidico para las curvas estandar también se llevé a

cabo con ayuda del Nano Drop (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracion de plasmidos recombinantes

Gene ng/ul Absozrgg”da Absozrggnda 260/280 260/230
CTPI 138.06 2.761 1.669 1.65 1.03
PABP 138.98 2.780 1.431 1.94 1.30
HSP70 179.98 3.600 1.889 1.91 1.64
rRNA 18S 191.07 3.821 2.014 1.90 1.44
p-actina 125.37 2.507 1.364 1.84 1.16

Tabla 4. Concentraciéon de los plasmidos recombinantes, obtenidos de la reaccion ligacion de
los productos de PCR (purificados) de los genes con el vector pGEM.
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Con estas mediciones mas precisas de las diferentes muestras y DNAs
plasmidicos que se emplearian como molde para la amplificacibn se realizaron
nuevamente las curvas estandar de cada gene (Figura 24) con las siguientes
condiciones de amplificacion:

Desnaturalizacion 94 °C 30 s

Alineamiento 57 °C 30 s

Extension 72 °C 45 s

Estas condiciones fueron las que se emplearon para la cuantificacion final de la
cantidad de mRNA expresado en cada condicion.

Se buscé que las diluciones hechas para realizar las curvas estandar, al amplificar
tuvieran una eficiencia de 90% o mas, como se puede ver en la Figura 24 (recuadro
inferior derecho de cada grafica)la eficiencia de estas curvas estandar fue mayor a
90%. Por lo cual si sirvieron para realizar la cuantificacion.

7.6. Cuantificacion de cTPl empleando como gene de referencia a B-actina

Se realizdé la cuantificacion de cTPI normalizando contra B-actina con las
condiciones y diluciones mencionadas en el ensayo 11. Se utilizaron todas las muestras
y las curvas estandar de cada gene. Para este ensayo las mezclas para cada muestra y
cada dilucién para la curva estandar se realizaron por triplicado. Ademas este ensayo

se repitid tres veces. Los resultados se muestran en la Figura 25.
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Figura 24. Amplificacién de curvas estandar de cTPI, HSP70 y B-actina. Este ensayo se realizo
por duplicado para cada uno de los puntos de las curvas de estos tres genes.
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La cantidad de cTPI observada a las 6 h fue de aproximadamente 0.1 pg de
cDNA por 700 ng de cDNA molde utilizado para la amplificacion, esto equivale a
4.18x10"* copias mientras que a las 9 y 12 h las cantidades fueron mucho menores,
aproximadamente de 0.04 y 0.05 pg de cDNA por 700 ng de cDNA molde utilizado
para la amplificacién, estos valores equivalen a aproximadamente a 1.14x10* y
8.65x10° copias respectivamente. Se puede observar que durante los primeros tres
muestreos, hasta las 12 h, no se aprecia diferencia entre los tratamientos con y sin
Cd. A las 24 h con Cd se observo un incremento en la expresién de cTPI con
respecto a la medicidén anterior y con respecto al tratamiento sin Cd. Sin embargo, a
las 30 h, en el tratamiento con Cd hubo una disminucién del 50% con respecto a lo
observado a las 24 h con Cd mientras que se observé un incremento similar en la
expresion de cTPI en el tratamiento sin Cd a las 30 h.

Los valores numéricos obtenidos en el PCR por el software 7500 se muestran

en el apéndice.
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Figura 25. Niveles de expresiébn de cTPI promedio de tres repeticiones por triplicado.
Ademas del nUmero de copias en las muestras.

7.7. Cuantificacién de HSP70 empleando como gene de referencia a B-actina

Se realizé la cuantificacion de HSP70 normalizando contra B-actina con las
condiciones y diluciones mencionadas en el ensayo 11. Se utilizaron todas las muestras
y las curvas estandar de los dos genes (Figura 26). Para este ensayo las mezclas para
cada muestra y cada dilucion para la curva estandar se realizaron por triplicado.
Ademas este ensayo se repitid tres veces.

Al realizar la cuantificacion se observé un problema en la curva de disociacion del
producto de HSP70 para la muestra, ya que mostré un hombro en el lado izquierdo de

la base. Por lo tanto, con el fin de tratar de eliminar ese hombro que sugiere existe una
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amplificacion inespecifica, fue necesario disefiar nuevos iniciadores que tuvieran una

Tm mas alta con lo cual se esperaria hacerlos mas especificos al molde.
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Figura 26. Curva de disociacién de muestras HSP70 (por triplicado).

Ensayo 14. Reaccion de amplificacion de HSP70 con nuevos iniciadores para

eliminar producto inespecifico en las muestras.

Las secuencias que se eligieron fueron sobre el mismo fragmento que ya se habia
clonado previamente, es decir se disefiaron iniciadores anidados. Los nuevos
iniciadores tuvieron una Tm mas alta (Tabla 6) por lo cual la reaccion de PCR se llevé a

cabo a 58 °C. La reaccion anterior se llevaba a cabo a 57 °C
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Tabla 6. Disefio de nuevos iniciadores para amplificar HSP70.

Tamafio Longitud Secuencia
Gene esperado del 9 Tm (°C) | %GC | Primer o
(nt) (5'-3)
producto (nt)
2HSP70 142 24 68.04 50 S AATTTGGGTGAGAAGGCGCTGGAT
2HSP70 21 69.74 | 61.9 AS CCGGCCGGGTCTTGTTCTTCA

Tabla 6. Disefio de iniciadores para amplificar producto de HSP70. Iniciadores seleccionados
con una Tm mayor a 60 °C.

Al analizar las curvas de disociacion de los amplicones producidos con estos
nuevos iniciadores para las muestras se observo que en los primeros muestreos se
obtenia un producto con una Tm aproximada de 79 °C y en los Ultimos muestreos uno
con una Tm de 77 °C. Estos resultados sugieren que se estan amplificando dos
productos diferentes (Figura 27).

Para confirmar esta posibilidad se corrieron alicuotas de las reacciones obtenidas
del PCR en tiempo real en un gel de agarosa al 1.8 % (Figura 28). En este gel se pudo
observar el amplicon esperado de 142 pb en las muestras de 6 y 9 h cony sin Cd y 12
h sin Cd, y otro amplicdn de aproximadamente 194 pb que empez0 a aparecer a las 12
h en las muestras con Cd y a las 24 h en las muestras sin Cd. Este producto de mayor
tamafio es el que se mantiene en los siguientes tiempos analizados en ambos
tratamientos. Para conocer a qué correspondia esta banda fue enviada a secuenciar.

Los resultados se presentan en la Figura 29.
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Figura 27. Curva de disociacion de HSP70. Muestras (por triplicado).
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Figura 28. Reacciones de amplificacién gPCR de las muestras expuestas (+) y no expuestas (-)
a Cd, ademas de los plasmidos recombinantes de HSP70. Gel de agarosa al 1.8%. M:
marcador.

Secuencia esperada de HSP70
GAGGTCAGTAAAAGAGAAACAAGCTGCCTTGTTTCGTTTGGGGAAAAACAAAGGAATTTG
GGTGAGAAGGCGCTGGATCAGGCTGTACGGAATTGGAAAAATACTGTTGGTGCATTGAA
GAGATTGATTGGTGTGAAATATGACTCCGAAGCTTTCAG*ACATGAAGCGAAGTTCATGA
AGAACAAGACCCGGCCGGACGAAAGGGGATACGTTGAATTGGTACG

Producto de aproximadamente 194 pb
GTACGGAATTGGAAAAATACTGTTGGTGCATTGAAGAGATTGATTGGTGTGAAATATGAC
TCCGAAGCTTTCAGGTTTTTTCCCCCCATTTTCCCCCCTATTCCTTCTTTGGGAAAAAAT
TCAGACATGAAGCGAAGTTCATGAAGAACAAGACCCGGCCGGA

Figura 29. La secuencia esperada de HSP70 corresponde a la obtenida por Hernandez-
Navarro (2003) y que fue confirmada por secuenciacién del amplicon de 142 pb obtenido en la
reacciéon de PCR punto final. La secuencia inferior corresponde a la segunda banda de 194 pb
obtenida en el gPCR. Las partes sombreadas son correspondientes. La secuencia en negritas
es un inserto no reportado previamente. El asterisco en la secuencia superior indica el posible
sitio de insercion. El tamafio de la insercion fue de 45 nt.

La secuencia del producto de mayor tamafo corresponde a una insercion de 45 nt
en la secuencia del gene que considerabamos silvestre.

Con el propésito de cuantificar la expresion de HSP70 se decidi6 sumar los
resultados de ambas bandas, la de 142 y la de 194 y normalizarlo contra p—actina
(Figura 30). A los primeros tiempos (6, 9 y 12 h) no hubo diferencia significativa entre la

expresion de los genes en presencia o ausencia de Cd. Sin embargo, a las 24 h se
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observé un aumento de nueve veces mas en el tratamiento con Cd en comparacién con
las 24 h sin Cd. Este incremento correspondié a 4.75x10* copias del gene. A las 30 h se
nota un ligero aumento aunque no hay mucha diferencia entre las muestras sin y con

Cd. Este aumento correspondié a 5.09 x10* y 5.89 x10* copias del gene

respectivamente.
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Figura 30. Expresién total de HSP70 considerando ambas bandas (figura 26) Normalizado con
B-actina. Resultados de una repeticion por triplicado. Ademas del nimero de copias de las
muestras. Para el célculo de nimero de copias no se tomo en cuenta la insercion (figura 27).
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8. Discusioén

8.1. Importancia de la técnica de PCR cuantitativo

El PCR cuantitativo (QPCR) se desarrolla, ejecutando ciclos de desnaturalizacion,
hibridacion y extension, pero a diferencia de la PCR punto final, donde se analiza el
resultado en el punto final, el gQPCR no requiere de una electroforesis para conocer el
resultado, sino que al final de los ciclos de amplificacion se construye una grafica de la
segunda derivada en funcién de la fluorescencia contra la temperatura, donde queda
representada la temperatura de fusion como un pico definido a la temperatura
detectada por el sistema. Este pico definido indica que se amplificé un solo producto
(De la Rosa et al., 2006).

Uno de los inconvenientes de los formatos de PCR estandar es que se basan en
el andlisis del producto final, el cual no es cuantificable porque el rendimiento final del
producto no es dependiente de la concentracion de la secuencia blanco en la muestra.
El PCR en tiempo real supera esta limitacion (Edwards, 2004). Esta técnica es
cuantitativa debido a que se genera una curva estandar con la cual se sabe la
concentracion inicial de los diferentes puntos y al ser amplificados se obtiene una
grafica en donde en el eje de las “X” se tienen el nimero de ciclos en el cual apareci6
cada punto de la curva estandar y en el eje de las “y” el log de la concentracion de cada
punto de la curva estandar, entonces al ser amplificada la muestra se obtiene un
determinado namero de ciclo que es extrapolado dentro de la curva estandar y asi se

obtiene la concentracion de DNA molde presente en la muestra (Edwards, 2004).

8.2. Complicaciones de la técnica

SYBR Green es un fluorocromo que se une al surco menor de la doble cadena de
DNA pero no a un DNA de cadena sencilla. La sefial de SYBR Green es detectable solo
después de una amplificacién significativa (> 15 ciclos para la mayoria de los cDNAS).
Debido a que el SYBR Green se une a DNA de doble cadena (dsDNA), todo el dsDNA
presente en la reaccion, incluyendo el producto de la reaccion asi como dimeros de
iniciadores o productos de amplificacibn no especificos, pueden ser detectados
(Edwards, 2004).
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Debido a la gran sensibilidad de la técnica es importante evitar contaminaciones
cruzadas, por ejemplo en este trabajo se presentd un problema con unos blancos ya
gue habia productos de amplificacion a pesar de que no se habia agregado molde. Este
problema se mantuvo aun después de utilizar agua estéril y de emplear la campana de
flujo laminar para preparar las reacciones. La contaminacion en este caso provenia de
las preparaciones de iniciadores que contenian algin DNA molde, por lo que al utilizar
una nueva alicuota de iniciadores ya no se presenté amplificacion inespecifica.

Otra complicacion fue el encontrar las condiciones adecuadas de amplificacion
para cada gene, éstas tenian que ser adecuadas tanto para el gene de referencia como
para el gene de interés, ya que ambos se correrian al mismo tiempo. Para esto, se
probaron varias condiciones, como se explica en la seccion de resultados, hasta que
encontramos las condiciones adecuadas para dos de los genes de interés y uno de
referencia. No fue posible determinar las condiciones para amplificar adecuadamente el
gene de referencia del rRNA, ni el gene de interés de la PABP.

La precision de la cuantificacion por PCR en tiempo real depende de la calidad de
la curva estandar. El intervalo correspondiente al nimero de copias de la curva
estandar debe siempre abarcar el intervalo esperado para las muestras experimentales
(Edwards, 2004). Este es un punto importante ya que en nuestro caso fue dificil
encontrar las condiciones adecuadas de amplificacion de la curva estandar ya que se
buscaba que la eficiencia de ésta fuera igual o0 mayor a 90%. Ademas de buscar que las
muestras cayeran dentro de la curva estandar. Sin embargo, después de varias
pruebas se logré encontrar las condiciones adecuadas para obtener curvas estandar
qgue fueran utiles para la cuantificacion de las muestras de interés (desnaturalizaciéon a
94 °C por 30 s, hibridacién a 57 °C por 30 s y extension a 72 °C por 45 s).

8.3. Importancia del gene de referencia (control interno)

El andlisis de la expresion genética de un gene, es decir la determinacion de la
cantidad de RNA mensajero, es un factor importante que permite conocer el grado de
actividad de un determinado gene. EI Northern blot es la técnica que se ha empleado
ampliamente para obtener esta informacion. Sin embargo, la posibilidad de realizar una

cuantificacion de los mensajeros de un gene empleando esta técnica es complicada, ya
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que la cuantificacién es por determinacion de la intensidad de una mancha, lo cual se
realiza midiendo la cantidad de puntos en una determinada superficie (manchas por
pulgada cuadrada) y ademas muchas de las veces la respuesta no es lineal. Con la
transcripcion reversa acoplada a la técnica de PCR (RT-PCR) ha sido posible realizar
cuantificacion de los mensajeros de una manera mas precisa, convirtiendose en el
método de eleccibn de alto rendimiento y precision del perfil de expresion de
determinados genes. Dado el incremento de sensibilidad, reproducibilidad y el amplio
intervalo dinamico de esta metodologia, los requisitos para un buen gene de control
interno para la normalizacion ha llegado a ser cada vez mas estricto (Vandesompele et
al., 2002). La expresion de un gene, contenido en las muestras en cantidades
relativamente constantes, tales como [(-actina, puede ser usada para normalizar la
eficiencia de amplificacion de la muestra (Heid et al., 1996).

Los genes de referencia representan el método para la normalizacién de datos de
gRT-PCR. EIl objetivo de esta estrategia es el empleo de RNAs que se asume son,
universal y constitutivamente expresados, y cuya expresion no difiere entre el grupo
experimental y el control, para reportar alguna variaciéon que ocurra no debida al error
experimental. Teéricamente, los genes de referencia son ideales ya que estan sujetos a
todas las variaciones que afectan al gene de interés (Dorak, 2006).

Los genes de referencia (anteriormente llamados constitutivos) tales como el
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) son muy usados en técnicas para
medir RNA que generan resultados mas cualitativos (Northern blot, ensayo de
proteccion de RNasa). Estos genes se consideran esenciales para el metabolismo
celular y, siempre estan activos (Dorak, 2006).

Idealmente los genes de referencia pueden no ser influenciados o regulados por el
procedimiento experimental. La cuantificacion exacta de un verdadero gene de
referencia permite la normalizacion de las diferencias en la cantidad de RNA o cDNA
amplificado en muestras individuales generado por: (1) diferentes cantidades de
material inicial, (2) la calidad de material inicial y (3) diferencias en la preparacion de
RNA y sintesis de cDNA, desde que el gene de referencia es expuesto a los mismos

pasos de preparacion que el gene de interés (Radonic et al., 2004). Sin embargo,
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Nielsen y Boye (2005) concluyen que no existen los genes de referencia ideales y
universales.

En este trabajo se intentd utilizar dos genes de referencia, el del rRNA 18S vy el
que codifica la B-actina, ya que estos son dos de los genes de referencia méas utilizados
en diferentes organismos (Goidin et al., 2006; Ingerslev et al., 2006; Schmittgen and
Zakrajsek, 2000; Bas et al., 2004; Jain et al., 2006). El gene rRNA 18S se utiliz6 como
gene de referencia empleando la técnica trascripcion reversa-PCR en tiempo real
cuantitativa (QRT-PCR) para medir la eficiencia de una droga en el patégeno
Cryotosporidium parvum (Cai et al., 2005). El gene de B-actina ya habia sido utilizado
como gene de referencia para la gRT-PCR en un estudio en E. gracilis expuesta a Cd
(Deloménie et al., 2007). Si fue posible definir las condiciones experimentales para
poder emplear el gene [(-actina, sin embargo este no tuvo un comportamiento
constitutivo, en el caso de rRNA 18S no encontramos las condiciones adecuadas de
amplificacion para la curva estandar, por lo que no fue posible utilizar este gene de

referencia.

8.4. Expresion de cTPI
La triosa fosfato isomerasa (TPI) es una enzima glicolitica que cataliza la
interconversion entre hidroxiacetona fosfato y D-gliceraldehido 3-fosfato. Esto ocurre
ubicuamente en procariotes, en el citosol de células eucaridticas (cTPI) y en cloroplasto
y mitocondria de células eucariotas (Keeling y Doolittle 1997). E. gracilis posee dos
isoenzimas de TPI activas, una glicolitica (cTPI) y una del ciclo de Calvin (pTIM). La
mas acida (pl=4.4) tipo A, predomina cuando las células crecen fotoautotroficamente y
es localizada en el cloroplasto. La isoenzima tipo B exhibe un punto isoeléctrico mas
béasico (pl= 4.8), predomina bajo condiciones de crecimiento heterotréfico y es de origen
citoplasmatico. Las dos isoenzimas exhiben pesos moleculares similares (56-60 KDa)
(Mo et al., 1973).
En este trabajo se pudo observar un incremento en el RNAm a las 24 h con Cd
asi como a las 30 h sin Cd. Esto podria significar que la expresion observada de este
gene es regulada por el desarrollo, siendo las 30 h un periodo normal de expresion,

pero que la presencia de Cd adelanta la expresion del gene a las 24 h. Sin embargo por
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la desviacién estandar obtenida a partir de las 24 h con Cd, no podemos dar un
resultado concluyente.

Se ha reportado que la TPI puede ser regulada a nivel transcripcional en levadura,
bacterias y plantas ante diferentes tipos de estrés tales como frio, calor, deficiencia de
nitrogeno, deficiencia de glucosa y estrés osmoético (Umeda et al., 1994; Minhas y
Grover, 1999; Rodriguez-Vargas et al., 2002; Prasad et al., 2003). No se sabe el
mecanismo mediante el cual se regula la expresion de este gene bajo estrés. Pero el
hecho de que su expresion cambie en diferentes situaciones sugiere que se trata de
una respuesta general de adaptacion tal vez relacionada con cambios en los niveles
energéticos (ATP) (Plaxton, 1996).

Por otra parte, Krieger y Ernest (1994) reportaron que el mRNA de la TPI de S.
cerevisiae es estabilizado por Fe. Aungue no se estudié el mecanismo implicado, el Cd
podria ocupar el lugar del Fe en este proceso por el hecho de ser metales divalentes.

En otros estudios realizados en Arabidopsis thaliana se observo que la TPI fue
activada con GSH (Ito et al., 2003). Aunque no existe informacion de si la activacion
puede ser a nivel transcripcional, el incremento de GSH observado en presencia de Cd
podria tener algun efecto inductor en la expresion del gene de la TPI. Incrementos de
aproximadamente el doble con respecto al control (células cultivadas sin Cd) en las
concentraciones de GSH son observadas a las 9 h de exposicion a Cd en Euglena
fotoheter6trofa (Hernandez-Navarro, 2003), mientras que en Euglena cultivada en la
obscuridad se observa un incremento de la concentracion de GSH de aproximadamente
5 veces con respecto al control a las 96 h de exposicion a Cd (Avilés et al., 2005).

En un estudio con Thlaspi caerulescens expuesta a Zn y Cd, empleando geles
bidimensionales y midiendo la intensidad de las manchas, encontraron un incremento
de expresion diferencial de la proteina cTPI, en retofios (Tuomainen et al., 2006).
Aunque este estudio es a nivel de proteina, el incremento de cTPI observado en
presencia de Cd podria ser el reflejo de un incremento en la expresion del gene, lo cual
seria semejante a lo observado en E. gracilis expuesta a Cd en este trabajo.
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8.5. Expresiéon de HSP70

La respuesta de células eucaridticas a un choque térmico es caracterizada por la
sintesis rapida de varias proteinas conocidas como proteinas de respuesta a estrés por
calor (HSP). Se ha observado que diferentes tipos de tratamientos ademas del calor,
que incluyen drogas, agentes oxidantes y exposicion a metales pesados, pueden
inducir la sintesis de HSP (Barque et al., 2000). Ademas, la induccién de HSPs se ha
observado como una amplia respuesta conservada en muchos organismos, permitiendo
la tentativa extrapolacion de resultados a otras especies (Boorstein et al., 1994;
Rensing y Maier, 1994).

Al analizar la expresion de este gene en respuesta a Cd en E. gracili se encontro
que a partir de las 12 h en el tratamiento con Cd y 24 h en el tratamiento sin Cd, se
amplificaba una segunda banda ligeramente mas grande que la banda esperada (187
nt). Esta banda fue extraida de los geles y secuenciada encontrandose que
correspondia a la misma secuencia de un gene de HSP pero conteniendo una insercion
de 45 nt. Se decidid, para cuantificar la expresiéon de este gene, sumar las cantidades
de productos amplificados correspondientes a las dos bandas. Los valores obtenidos
mostraron un incremento significativo a las 24 h con Cd seguido de un aumento en el
tratamiento a las 30 h sin Cd, siendo este ultimo, mayor que el observado con Cd en el
mismo tiempo. Al igual que en la expresion de la cTPI, este incremento a las 24 h con
Cd observado en HSP, tal vez sea un comportamiento normal que en presencia de Cd
se adelanta. De manera interesante, la presencia de la segunda banda aparece mas
temprano en el tratamiento con Cd que en el sin Cd, para luego, a las 30 h, sdlo
presentarse la banda con la insercion (figura 26). Estos resultados hacen pensar que la
presencia de la banda con la insercion no es debida a algun problema técnico, sino que
pareceria que la expresion de este gene con la insercion es regulada por el desarrollo,
pero que la presencia de Cd adelanta la expresion del gene con la insercion.

Watanabe y Suzuki (2004) encontraron que al exponer a la cepa Z de E. gracilis a
10-100 uM de Cd se indujo la proteina HSP70, resultados similares, fueron encontrados

en la cepa SMZ por exposicion a 100 uM de Cd.
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En otro estudio hecho en E. gracilis se demostro la presencia de una proteina de
70 KDa cuya sintesis incrementd rapidamente cuando a las células se les aplicé un
choque térmico, incrementando la temperatura de 23 °C (temperatura normal de
crecimiento) a 35 °C. En E. gracilis derivada de células resistentes a Cd, una proteina
con la misma movilidad electroforética fue encontrada siendo sobre-expresada a 23 °C.
Su hipétesis es que la sobreexpresion de las proteinas HSP70 puede ocurrir en células
resistentes a Cd (Barque et al., 1996).

Ya que en el trabajo previo realizado por Hernandez-Navarro sélo se aislo un
fragmento del cDNA, y que las proteinas HSC y las HSP tienen un 90% de identidad
(Hung et al., 1998), no sabemos si en este trabajo se analizé el gene de hsc73 o de otro
miembro de las HSP70 ya que dentro de E. gracilis existen otras proteinas de esta
familia (HSP60 y HSP90 (GenBank numero de acceso X95992.1 y AY288511.1
respectivamente).

En Caenorhabditis elegans expuesta a Cd (100 uM), empleando la técnica de
“differential display”, se identificaron genes que incrementaron en presencia de Cd. La
identificacion de estas secuencias permitio la identificacién de la HSP70 que aumento al
doble a las 24 h en presencia de Cd (Liao et al., 1996).

En la identificacion de genes sensibles a Cd en el pez antartico Chionodraco
hamtus por la técnica de “differential display” se encontr6 un gene que codifica la
HSP70, éste incrementdé cuatro veces en 7 dias con CdCl, inyectado
intramuscularmente (Carginale et al., 2002).

8.6. PABP

Las proteinas de unién a Poli A (PABPSs) son proteinas de union a RNA presentes
en todos los eucariontes. Estan implicadas en la estabilizacion del RNAmM y promueven
la traduccion.

No existen reportes de sobreexpresion de PABP o proteina de union a RNA en E.
gracilis expuesta a Cd. Sin embargo, en la levadura S. cerevisiae, la mutante pabl, la
cual acumula poco RNAm, incluyendo CUP1 el cual es requerido por el Cu, es sensible
a elevadas concentraciones de Cu (Morrissey et al., 1999). Dado que el Cd al igual que

el Cu es un metal divalente, es posible proponer que también podria afectar la
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expresion de alguna PABP en Euglena. Desafortunadamente, en este trabajo no fue
posible cuantificar los niveles de expresion del gene que codifica a PABP de Euglena
debido a no poder tener una curva estandar. Dos posibilidades pudieran explicar este
resultado negativo: que los iniciadores no fueron los adecuados y/o que no se
encontraron las condiciones adecuadas para la amplificacion, a pesar de que se
hicieron varios intentos. El resultado, fue que desistimos de lograr este objetivo.

Una consideracion que también nos hizo desistir de este objetivo fue el hecho de
que de manera general existen varias PABPs en cada organismo y son proteinas muy
conservadas. Esto complicaria mucho el estudio al analizar la expresion en las
muestras de interés. No existe informacidén con respecto a que si en Euglena existan
varias PABPs, pero creemos que si dado que en Trypanosoma cruzi, especie
filogenéticamente emparentada a E. gracilis, se han reportado dos proteinas de unién a
RNA (TcUBP-1y TcUBP-2) (D’Orso y Frasch, 2002).
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9. Conclusiones

+ El gen de B-actina fue el que se pudo amplificar de mejor manera, por lo que se eligio
para realizar la normalizacion de los niveles de expresion de los genes cTPI y
HSP70.

% Sin embargo, su expresion no fue constante durante el periodo de experimentacion

por lo que su papel como gene de referencia no fue bueno.

% Se observd un aumento en la expresion de cTPI a partir de las 24 h en células en
presencia de Cd. Se observd un incremento semejante a las 30 h en el tratamiento
sin Cd.

% Se observdé que hubo un aumento en la expresion de HSP70 de 6 veces con

respecto al control a partir de las 24 h en células en presencia de Cd. Se observo un

incremento semejante a las 30 h en el tratamiento sin Cd.
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10. Apéndice

Cultivo y cosecha de células

a) Cultivo fresco

Se sembraron 0.2 X 10° células/mL en un medio glutamato/malato como fuente de

carbono. Se cultivaron durante cinco dias (fase exponencial) con ciclos de 12 h luz (60-

70 umol quanta/m?s) y 12 h oscuridad.

b) Cultivos utilizados para la extraccion de RNA

1.

Se sembraron 4 L de medio fresco y se cultivaron como se describié en el apartado
anterior. Las células se cosecharon por centrifugaciéon a 5000 rpm durante 5 min a 15

°C en un rotor de angulo fijo empleando una centrifuga Sorvall RB-X

. Se lavaron las células con medio fresco y se volvieron a centrifugar. Se

resuspendieron en aproximadamente 100 mL de medio fresco.

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

4. Las células se resembraron en 6 matraces con 1 L de medio de cultivo cada uno, a

una concentracion de 1.5 X 10° células/mL.

. A 3 de los 6 matraces, se les agreg6 CdCl, 170 uM a partir de un stock de 50 mM.

.Luego de 6, 9, 12, 24 y 30 horas de haber sembrado, se recolectaron

aproximadamente 1.3 L de células centrifugando en frascos limpios a 5000 rpm. Se
lavaron con medio KME. Las células se pasaron a tubos de plastico de 50 mL y se
volvieron a centrifugar a 3000 rpm durante 5 min. El paquete celular se congel6

inmediatamente con N liquido.

Extraccion de RNA total (Chomczynski & Sacchi, 1987)

Método de Tiocianato de Guanidina / Fenol Cloroformo

1.
2.

3.

Se cosecharon células de E. gracilis como se describié anteriormente.

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 afiadieron 5 mL de solucion D con pB-mercaptoetanol sobre las células

congeladas en el mortero y se mezclo bien con ayuda del pistilo.
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La pasta que se formd, se pasé a un tubo de vidrio estéril (Corex) con tapa y se

adicionaron 10 mL de la solucién D, mezclando perfectamente.

5. La mezcla se separé en dos partes iguales, que se trataron de igual forma.

10.
11.

12.
13.

14.

Se adicioné 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
inversion después de adicionar cada reactivo. La suspension final se agitod
vigorosamente por 10 s y se incubd en hielo por 15 min.

Se centrifugd a 10 000 x g por 20 min a 4 °C en un rotor de angulo fijjo en una
centrifuga Sorvall RB-X.

La fase acuosa se transfirid a un nuevo tubo. Se repitieron de dos a tres veces los
pasos 6 y 7 cuando después de la centrifugacion aln se veia una capa blanca en la
interfase (proteina precipitada).

La fase acuosa se transfirio a un nuevo tubo y se mezclé con 10 mL de isopropanol
helado, se incub6 a —20 °C por 1 h.

Se centrifug6 a 10 000 x g por 20 min, a 4 °C.

La pastilla de RNA se resuspendio en 3 mL de solucion D (por cada gramo de
muestra inicial) y se precipitd con un volumen (con respecto a la solucion D
agregada) de isopropanol helado incubando a —20 °C por 1 h.

Se centrifug6 a 10 000 x g por 20 min, a 4 °C.

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

La muestra se resuspendido en 1 a 2 mL de agua DEPC y se conservo a -70 °C

hasta su uso.

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

que la muestra tenga polisacaridos lo cual dificulta su manejo posterior. En este caso

debera utilizarse un protocolo alternativo (Cheng y Seeman, 1998). Los cultivos de E.

gracilis de mas de tres dias contienen muchos polisacaridos.

66



Solucién D con B-mercaptoetanol

Tiocianato de guanidina 4 M
Citrato de Sodio pH 7.0 25 mM
Sarcosil 0.5 %

B- mercaptoetanol 0.1 M

SB 20X

NaOH 200 mM
Ajustar a pH 8 con acido borico

Para tener al 1X solo se realizan diluciones.

Buffer de carga para RNA

50% de glicerol

1 mM EDTA (pH 8.0)
0.25% azul de bromofenol
0.25% Xilencianol

Medio LB

Para 1L

Peptona de caseina 10g
Extracto de Levadura 5¢g
NacCl 10g

Si se requiere preparar medio solido, agregar 15 g de agar antes de esterilizar. No

intentar disolverlo en frio. Agitar al sacar del autoclave.

Medio A

Triptona 2%

Extracto de Levadura 0.5%
MgSO, 0.4%

KCI pH 7.6 (con KOH) 10 mM
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NUmero de copias en 1ng de Vector recombinante

182 pb del inserto HSP70 + 3015 pb del Vector pGEM T easy = 3197 pb

1 pb -------- 618 g/mol
3197pb -------- x=1'975,746 g/mol

(1, 975,746 g/mol) x (1 mol/6.02x10%* No. de Avogadro)= 3.28 x10™*8g

1 ng/ 3.28 x 10 -9 ng = 304'695,036.7 copias = 304’700, 000.0 copias.

Vector pGEM (Promega)

1

Ih‘Jlﬁ'E‘l ETD? .l"ll"_'._.l Etar]
£1 & ] "'1:“"-“ 14
St | 20

/

Veclor

| | pGEM*-T Easy
| A [3015bp)

bd 7 T i '.llI :1: ~
o |= L . 5 4
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= = 3 L0 G0 I e ]
- 3 O O g =~ n
4THVADS B4

Vector utilizado para clonar los insertos de los genes de interés y de referencia (cTPI, PABP,
HSP70, rRNA 18S y B-actina). Este vector es un pldsmido lineal que contiene timinas en sus
extremos en las bases 49 y 64. Este vector facilita la clonacion de productos de PCR.
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