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RESUMEN

En el presente trabajo se determind la capacidad de acumulacién de Cd** en
células de E. gracilis pre-acondicionadas con Zn?*, bajo la hipétesis de que el aumento
intracelular de zinc favoreceria la sintesis de FQs. Trabajos previos indicaron que: 1) hay
una correlacién entre la susceptibilidad de E. gracilis a Cd*" y las concentraciones de
Zn?* en el medio de cultivo; 2) La fitoquelatina sintasa de E. gracilis (enzima clave en el
mecanismo de acumulacién de Cd®") alcanza su maxima actividad en presencia de Zn**
y 3) El pre-acondicionamiento de E. gracilis a Hg®* aumenta la capacidad de

acumulacion de Cd?".

Los resultados mostraron que las células pre-acondicionadas de 200-1,000 uM
Zn?* por mas de 10 generaciones aumentaron su contenido intracelular de Zn?* 37- 46
veces; sin embargo bajo estas condiciones también modifica la concentracion de otros
iones al disminuir 30-50% la concentracién intracelular de Co**, Mn**, Fe** y Mg®, y
aumentan la de Cu? 50% (en concentraciones de Zn** <1000 pM), siendo el cambio
mas importante la disminucién de 500 nmol/10’cel de Mg. Sin embargo la respiracién no
se vi6 afectada en ninguna condicion pero, si la fotosintesis al usar 500 y 1,000 uM Zn?*.
Respecto a la sintesis de tioles con capacidad de quelar metales pesados, las células
pre-acondicionadas tuvieron los mismos niveles de Cys, y-EC, GSH vy fitoquelatinas
totales (FQSromes) que las células control (crecidas con 20 uM Zn?"), aunque las pre-

acondicionadas con 500 y 1,000 uM Zn?* tuvieron 50% menos FQs.
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A partir de lo anterior se evalué la capacidad de acumulacién de Cd*" en las
células pre-acondicionadas a Zn?**. Los resultados muestran que en todas las
condiciones de pre-acondicionamiento se incrementa la capacidad de acumulacién, sin
embargo en las células pre-acondicionadas con 400 pM Zn?** (EgZnaeo) expuestas a 200
uM Cd* durante 8 dias la acumulacién fue mas importante, ya que se observd un
aumento de 78% en la acumulacién de Cd?* con respecto a las células control (EgZn.o).
Esta acumulacion correlacioné con un aumento del 50% en la sintesis de FQStotaes €N
las células EgZno respecto a EgZny, mientras que la Cys, y-EC y GSH tuvieron un
comportamiento similar. Un analisis mas detallado revel6 que la proporcién de FQs
canonicas (FQ., FQs y FQ,) solo representa el 10-15% de las FQStotaes Mientras que el
otro 85% corresponde a polimeros de GSH aun sin identificar por completo, donde se
logr6 determinar a la homo-fitoquelatina-2 (homo-FQ,), iso-fitoquelatina-2 (iso-FQy) e

hidroximetil-fitoquelatina-2 (hidroximetil-FQ5).
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APORTE CIENTIFICO Y SOCIAL
Con base al problema social que representa la contaminacion por metales
pesados, este trabajo muestra la posibilidad de aumentar la capacidad de acumulacién

de Cd** de E. gracilis mediante estrategias de presién de seleccién nutricional.

La presente tesis proporciona informacibn que demuestra que el pre-
acondicionamiento con Zn?* aumenta la capacidad de acumulacién de Cd** en E.
gracilis, por un aumento en la sintesis de FQs. Esto sugiere la posibilidad de disefiar
proyectos piloto con aguas sintéticas, utilizando cepas de E. gracilis. Lo cual, después
podria ser aplicado por primera vez en efluentes y aguas residuales que se generan dia
con dia en nuestro pais, y para el tratamiento de las cuales no existen soluciones 100%

eficientes.

El contacto de los metales pesados con los seres humanos es una de las
principales causas por las cuales se generan enfermedades graves, tales como el
cancer. Se propone el uso de microorganismos en los tratamientos de aguas residuales
contaminadas por metales pesados en México; ya que estas estrategias son mas
eficientes y limpias, para contender con la contaminacién por metales pesados y con

ellas se podria disminuir gradualmente el impacto de estos en la salud humana.
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1. INTRODUCCION

Los metales pesados generalmente se definen como aquellos elementos cuya
densidad es mayor a 5 g/mL (Moreno-Sanchez y Devars, 1999; Jarip, 2003). Algunos
metales son importantes en el funcionamiento y metabolismo de los seres vivos como
micronutrientes, sin embargo otros como el cadmio (Cd), el mercurio (Hg) o el plomo
(Pb) al no ser esenciales pueden tener implicaciones téxicas en los organismos, sobre
todo si sus niveles son elevados (Rodriguez-Zavala et al., 2007).

En México la exposicion a metales pesados se deriva principalmente de actividad
industrial y minera, a lo que se suma la evidencia de que algunos cuerpos de agua
residual confinados, después son empleados directamente en la agricultura, lo cual
agrava el problema (Méndez-Garcia et al., 2000; Vazquez-Alarcéon et al., 2001; Pérez-
Olvera et al., 2008; Mancilla-Villa et al., 2012).

Por ejemplo se sabe que los habitantes del estado de Hidalgo consumen
aproximadamente 240 g/dia de maiz por persona; se considera que en el Valle del
Mezquital de esta misma region desde hace mas de 100 afios se utiliza el agua residual
proveniente de la zona metropolitana de la Ciudad de México con fines agricolas. Un
estudio realizado en el 2001 estim6 que considerando como base las concentracién de
Cd?* en granos de maiz, quienes consumen este cereal producido en esta regi6n

podrian estar adquiriendo 293 pg Cd/dia (Vazquez-Alarcon et al., 2001); valor que
rebasa hasta 12 veces mas los 25 pug Cd/mes establecidos por la Organizacion Mundial

de la Salud como limite maximo de consumo.
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En México la NOM-127-SSA1-2000 indica los métodos fisicoquimicos y los limites
méximos permisibles a los cuales se debe disminuir la concentracion de metales pesados
en un cuerpo de agua contaminado (<0.05 ppm para Cd?*); sin embargo la literatura
indica que dichos métodos son poco eficientes a concentraciones < 20 ppm (180 uM

cd?).

En éste sentido, E. gracilis es un protista que posee la capacidad de resistir y
acumular cadmio a concentraciones cercanas a 180 uM, por lo que tiene el potencial
microbiologico y metabdlico para completar los métodos fisicoquimicos. Por lo anterior,
distintos grupos de trabajo se han interesado en caracterizar los mecanismos por los
cuales E. gracilis puede resistir y acumular altas concentraciones de metales pesados
como Cd** (De Filippis et al., 1981; Navarro et al., 1997; Devars y Moreno-Sanchez et
al., 1998; Danilov y Ekelund, 2000; Mendoza-Coézatl et al., 2002; Mendoza-Coézatl y
Moreno-Sanchez, 2004; Mendoza-Coézatl et al., 2006a; Garcia-Garcia et al.,
2012), Hg** (De Filippis et al., 1981; Devars y Moreno-Sanchez, 1998; Devars et al.,
2011), Cr®" o Cr*" (Gajdosava y Reichrtova, 1996; Roccheta et al., 2003; Garcia-Garcia
et al., 2009; Jasso-Chéavez et al., 2010; Lira-Silva et al., 2011), Zn** (De Filippis et al.,
1981; Gingrich et al., 1984; Mendoza-Cézatl et al., 2006a), Pb** (Navarro et al., 1997,
Mendoza-Coézatl et al., 2006a) y Ni** (Gajdosava y Reichrtova, 1996; Ahmed y Donat-

Hader, 2010).
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La comunidad cientifica en el area de la biorremediacidén a nivel de ciencia basica
ha buscado aumentar la capacidad de acumulacion de los organismos mediante
ingenieria genética. En el caso de E. gracilis este objetivo se ha perseguido mediante el
estudio de la via de asimilacion de azufre (SAP), sintesis de GSH y el metabolismo de las
fitoquelatinas. A partir de esto, se ha utilizado Hg** como presién de seleccién con el fin
de aumentar la via de sintesis de glutation y fitoquelatinas. En el presente estudio se

implementaron otras estrategias de presion de seleccidén similares.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Contaminacién ambiental por metales pesados. Situacién de
México.

Los metales pesados pueden estar presentes de forma natural o depositados de
manera excesiva en el ambiente como consecuencia de las actividades humanas; esto
ha provocado un problema de contaminacion por metales pesados a nivel mundial, que
ha incrementado gradualmente en paralelo con el desarrollo de la economia global
(Chao et al.,, 2014). La depositacion excesiva de estos contaminantes proviene
principalmente de la liberacion atmosférica, el riego con aguas residuales, el mal manejo
de los residuos industriales, alimenticios, agricolas, ganaderos y forestales, la actividad
minera, el uso de pesticidas y/o fertilizantes; esto implica que la dispersion de metales
pesados puede darse entre medios aéreos, sélidos y acuosos (Zhang et al., 2011).
Principalmente la confinacion de los desechos industriales y la composicion de los
suelos, puede generar un transporte facilitado de los metales pesados hacia cuerpos de
agua, ya que al entrar en contacto con la lluvia se forman lixiviados y estos pueden llegar
hasta los mantos acuiferos. De igual forma, a este proceso habria que sumarle los
contaminantes producidos por las zonas urbanas, con actividades tales como el uso de
transporte automotor y el desecho de aguas residuales de tipo sanitario principalmente
(Chao et al., 2014).

En el Cuadro 1 se muestra una recopilacion de monitoreos realizados en el

territorio mexicano de productos agricolas y organismos acuaticos de consumo humano,
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en los que se midié la cantidad de Cd** acumulado. La comparacién de la cantidad de

Cd?" acumulado en estos organismos con los limites maximos permisibles de distintas

normas establecidas en nuestro pais muestra que la contaminacién en México por Cd?*

es un problema de salud publica real y vigente.

Cuadro 1. Acumulacion de Cadmio en organismos vegetales y animales en México.

Limites maximos

» . . cd?® permisibles
Sitio de estudio Organismo ; g
J (mg.kg™) (mg.kg™)
Zea mays;(Maiz) 2
Valle Mezquital, Medicago sa_tlva;(AIfglfa) 1-2 0.2
Hidalgo 9 Triticum aestlvurr_],(Trlgo) 1-2 (Legislacion,UE h)
Phaseolus vulgaris;(Frijol) 0.5 '
Cucurbita pepo;(Calabaza) 0.8
Mlxqwg'll;labhuac, Brassica oleraceae; (Brécoli) 5
Golfo de Crassostrea gigas y C. corteziensis;
California, (Ostidn) 10-14 2
Sinaloa ° (NOM-242-SSA1 2009)
Lago Tam|arlua, C. virginica;(Ostion) 12+1
Veracruz
Golfo de
California, Anchoa spp;(Pez Boqueron) 12
Sinaloa ® 05
Laguna (NOM-242-SSA1-2009)
Tampamachoco, Neritinia reclivat;(Gasteropodo) 2+1
Veracruz '

Fuente: a. Vazquez-Alarcon et al., 2001; b. Pérez-Olvera et al., 2008; c. Osuna-Martinez et al., 2011; d.

Lango-Reynoso et al., 2010; e. Quintero-Alvarez et al., 2012; f. Godinez-Campos et al., 2007; g. Vazquez-

Alarcén et al., 2005. h. Legislacion de la Union Europea, emitida por la Centros de Asistencia Técnica e

Inspeccion de Comercio Exterior en Valencia 2014.

En este sentido, la importancia ecoldgica de los metales pesados en el medio esta

completamente relacionada con la toxicidad que generan hacia los seres vivos con los
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que entran en contacto. A partir de esto la Secretaria de Salud (SS) junto con la
Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), han establecido
distintas normas con el objetivo de regular el desecho y manejo de estos contaminantes,
basandose en las concentraciones que ponen en riesgo la salud del ser humano y que

han sido emitidas por la Organizacién Mundial de la Salud (WHO).

Especificamente para el agua se han establecido limites maximos permisibles de
metales pesados dependiendo de la procedencia o uso del bien, esto con el objetivo de
hacerla apta para uso y consumo humano. Por tanto la NOM127-SSA1-1994 modificada
en el 2000, establece que la concentracién méaxima de Cd** en el agua para consumo

humano en el territorio mexicano debe ser de 0.05 mg/L.

2.2. Toxicidad del Cadmio

El Cd es un metal de la familia IIB de la tabla periédica que se ha clasificado como
metal pesado, con numero atdmico 48 y una masa atOmica de 112.4 g/mol. Este
elemento pertenece al bloque d y grupo 12 de la tabla periddica, por lo que es
considerado un metal de transicion. La International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) ha definido a los metales de transicion como elementos que se
caracterizan por tener una subcapa u orbital d incompleto y que puede dar lugar a la
unién con donadores de electrones (www.iupac.org). Por lo tanto la configuraciéon
electrénica del elemento Cd de forma estable corresponderia a [Kr]4d'°5s?, el cual suele
perder sus electrones de valencia s y no de su orbital d al formar compuestos por lo que

su estado de oxidacion mas estable es 2+, convirtiéndolo al igual que otros elementos de
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su grupo en un excelente acido de Lewis para formar enlaces covalentes coordinados
(Atkins y Jones, 1999; Cobb, 2008). ElI Cd como ion divalente puede poseer nimeros de
coordinacion como 4, 5, 6 y 7 en sus complejos, aunque el mas comun es 4 (Cotton y
Wilkinson, 1999). Ademas el Cd** posee una afinidad intermedia con los grupos
funcionales de moléculas que poseen azufre, nitrégeno y oxigeno, por lo que se clasifica
en el grupo C de afinidades de los metales (Nieboer y Richardson, 1980), indicando que
el Cd** es capaz de reaccionar con practicamente cualquier biomolécula. Las estructuras
de los cristales de Cd** en la formacién de complejos muestran tres ligandos de
importancia biol6gica que se resumen en 3 clases: 1) los donadores con grupos
nitrogenados como las bases pirimidicas o puricas del ADN y sus derivados, 2) las
moléculas con grupos carboxilato como los a-aminoacidos, vitaminas solubles o los
compuestos policarboxilados como el EDTA y 3) los donadores sulfidrilo como las
moléculas con grupos tiol o ditiocarbamatos. Es importante mencionar que el radio iénico
del Cd es de 0.92 A el cual es muy similar al radio i6nico del zinc (Zn) 0.69 A, por lo
tanto, aunque el cadmio se reconoce como un metal con una gran similitud con el Zn, la
gran afinidad a distintas moléculas debido a su configuracion electrénica determinan que
el primero sea no-esencial y el segundo si lo sea en los organismos (Sigel et al., 2006).
La contaminacién de Cd?* por fuente antrépica incluye las emisiones industriales,
la fabricacion de baterias, herramienta eléctrica, su aplicacion en fertilizantes y la
depuracion de lodos hacia tierras agricolas, generando contaminacion del suelo y el
agua principalmente. Esta liberacion y desecho del Cd** conlleva a la captacion de este

metal por cultivos y organismos acuaticos que habitan en contacto con este metal, lo que

10
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en paralelo aumenta su relacién con el ser humano. Un ejemplo de esto fue observado
en una zona en Bélgica contaminada por Cd*, donde se hizo una estimacién de la
exposicion de la poblacién humana al Cd** a través de los alimentos, como frutas,
verduras y productos animales que habian estado expuestos por mas de 18 meses a
esta zona; la cuantificacion de Cd?* en estos alimentos mostré que la concentracién era
de hasta 9 y 2 veces mas alta en vegetales y carne bovina respectivamente en
comparacion con cultivos de otras regiones en Bélgica (Vromman et al., 2007).

Otro ejemplo es una de las principales fuentes de exposicién directa del ser
humano a Cd?*, el consumo de cigarrillo. Debido a que las hojas de la planta del tabaco
acumulan una gran cantidad de este metal; sin embargo en la mayoria de las ciudades
la principal forma de contacto con el Cd** es mediante la ingesta de comida (Jariip et al.,
1998). Los principales efectos nocivos en la salud emitidos por la ingesta de Cd** se
centran en el dafio critico al rifidn debido a su acumulacién, en donde puede tener una
vida media de 10-35 afios. Su acumulacién involucra una disfuncion del tubo renal, lo
cual generalmente es irreversible (Jariip, 2003). Ademas se sabe que la ingesta de Cd?*
también puede afectar el metabolismo del Ca, incrementando la incidencia en el
ablandamiento de huesos en personas que habitan en zonas contaminadas con este
metal. La enfermedad “Itai-Itai” esta presente principalmente en mujeres mayores de 50
afios en Japoén, la cual se caracteriza por osteomalacia, osteoporosis, fracturas dseas
dolorosas y disfuncién renal; la incidencia de esta enfermedad se debe a que el suelo de

esta zona ha sido contaminado con Cd** por minas de Zn/Pb afectando los cultivos de

11
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arroz principalmente (Jartp et al., 1998; Arao et al., 2010), cereal que representa la base
de la alimentacién para este pais.

Por otro lado un alta exposicion a la inhalacién de CdO, por la liberacion de
residuos industriales, se considera letal ya que puede llegar a generar pneumonitis
aguda junto con edema pulmonar; lo cual a largo plazo se asocia con cambios
pulmonares caracterizados principalmente por una enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (Jarlp et al., 1983; Seidal et al.,1993; Barbee et al., 1999).

Adicionalmente, la International Agency for Research on Cancer (IARC) ha clasificado al
Cd?* dentro del Grupo 1 (compuestos y elementos carcinogénicos para humanos), lo que
sugiere gue existe suficiente evidencia de que su toxicidad esta relacionada con la

incidencia del cancer en seres humanos (http://www.inchem.org). Esto permitié que la

Organizacion Mundial de la Salud en el 2010 estableciera nuevas regulaciones con
respecto al consumo de Cd®* por humanos, donde con la ayuda de otras instituciones se
implemento6 que en alimentos la ingesta mensual tolerable debe ser de 25 ug/Kg, en
agua el consumo maximo sea de 3 ug/L y que en aire el cadmio no debe rebasar los 5

ng/m?® anualmente.

2.3. Métodos fisicoquimicos para tratamiento de aguas contaminadas
La norma NOM-127-SSA1-1994, sugiere métodos de tratamiento para la posible

potabilizacion o purificacibn de aguas cuando los contaminantes biolégicos, las

caracteristicas fisicas y los constituyentes quimicos del agua exceden los limites

maximos permisibles establecidos por dicha norma. En el caso del Cd*"y otros metales

12
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los tratamientos que la norma indica para disminuir su concentracién en el agua son
coagulacion, floculacion, sedimentacion, filtracion, intercambio i6nico u 6smosis inversa.
De manera general la precipitacion quimica es un método donde se adicionan
compuestos que reaccionan con los iones metalicos formando precipitados insolubles,
los cuales pueden ser separados por coagulacion, floculacion, sedimentacion o filtracion;
lo cual implica el uso de otros compuestos de precipitacion para alterar el estado fisico
de los sdlidos disueltos, coloidales o suspendidos a fin de facilitar su remocién
(Rao et al., 2011 y Ahmaruzzaman, 2011). Con respecto al intercambio i6nico este
consiste en la remocion de iones o cationes especificos disueltos a través de su
reemplazo por otros provenientes de un medio de intercambio natural o sintético con el
gue se pone en contacto el agua. La adsorcién consiste en la remocion mediante una
solucién que presenta afinidad a un medio de forma que son separadas de la solucién
(NOM-127-SSA1-2000). Por ultimo la 6smosis inversa es un proceso esencialmente
fisico de remocién, donde por medio de altas presiones se forza el paso del agua por
una membrana semi-permeable de porosidad especifica reteniéndose en dicha
membrana los iones o moléculas de mayor tamafo (Fenglian y Wang, 2011; NOM-
127SSA1-2000). Sin embargo, como cualquier tratamiento, para cada uno de estos se

ha reportado en la literatura las ventajas y desventajas de su uso (Cuadro 2)

13
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Cuadro 2. Métodos de tratamiento para aguas contaminadas con metales pesados.

Técnica de Quimico Ventajas Desventajas Eficiencia
tratamiento pH ! ! %
- Facil operacion. - .
Hidroxido - Bajo costo ;jeiAnfoth'0|dadqgeepend;feggtg
-Ca(OH), 8-11 | - La adicion de tratamientos donde hay 99
- NaOH coagulantes eleva la -
A mezclas de distintos metales.
eficiencia.
- La solubilidad de los .
- Produccién de humos
Sulfuro sulfuros de metal, es L
Precipitacion | -H,S mucho menor que los toxicos HZ.S'. e
e 3 S - Los precipitados son dificiles 92-100
Quimica -SOzH hidroxidos. ) .
- de separar por filtracion o
-No hay anfotericidad coaaulacion
- Uso de bacterias 9 )
Quelantes - Manejo peligroso.
- C3N3NazS; - Alta eficiencia - Inseguridad al ambiente.
-Di-thiocarbonato 3-6 -Posible sintesis de | - Costo elevado. 99
de Na/K compuestos - Falta de sitios de unién
molecular.
Eficiencia depende de:
. - Gran capacidad de - pH.
. Resinas con .
Intercambio UDOS: tratamiento (volumen) | - Temperatura.
iénico gsg H. 4-7 -Alta eficiencia de - Concentraciéon inicial del 55-100
-COSH remocion metal.
-Rapidez - Tiempo de contacto.
- Alto costo.
- Poros de tamafio - Alto costo.
Carbén Activado ND variable - Adicion deotros compuestos. ND
-Area de contacto
amplia
Nanotubos de - Adicion de HNO3, NaCIO y
carbon L KMnO,,
. 2-6 - Alta eficiencia - Alto costo. 75-98
-Pared simple
Adsorcion “Multi-pared -Des_carga _ de desechos al
medio ambiente.
Absorbentes
organicos - Alta eficiencia - Aimacenaje de absorbentes.
- Desechos - Uso de desechos - Fase de experimentacion.
agricolas 5 -Proceso rapido -Separacion de residuos. ND
- Productos - Bajo costo de
industriales absorbentes
-Bioabsorbentes
- Alto consumo de energia.
< . - Restauracion de
ﬁ\s/emrgzls Membranas ND -Alta eficiencia membranas. 47-99

Fuente: Fenglian y Wang, 2011; ND: No disponible

14



http://www.novapdf.com/

La eleccibn entre un método y otro radica principalmente en tres puntos
importantes condiciones faciles de manejo, bajo costo y eficiencia; ademas el hecho de
gue existan distintos métodos esta relacionado con el tipo de agua a tratar.

La precipitacion quimica es un método muy utilizado por la industria por su facil
manejo, bajo costo y alta eficiencia. A pesar de esto, el uso de compuestos sulfaricos es
un tratamiento con peligros potenciales ya que los iones metélicos en condiciones 4cidas
y de precipitacion con sulfuros pueden dar origen a humos toxicos (H.S). Sin embargo,
para evitarlos la reaccion tendria que llevarse a cabo en un pH neutro o basico lo cual
podria modificar la eficiencia; ademas de que genera precipitados coloidales con
algunas dificultades para su separacion (Fenglian y Wang, 2011). Muchos autores de
distintas partes del mundo, concuerdan con que la eliminacion de metales pesados de
soluciones acuosas se realiza principalmente mediante la precipitacion quimica, debido
a su simplicidad y bajo costo. Este método tiene un valor aproximado de US$6,420/afio
con compuesto sulfurosos y de US$5,550/afio para compuestos hidréxido
(Gumerman et al., 1979) considerando su operacién y manejo (energia, material,
mantenimiento, y labor), a una capacidad de 5,000 gal/dia, sin tomar en cuenta el precio
de la construccion y del establecimiento del equipo. Sin embargo, este método genera
grandes volumenes de lodos de baja densidad, mostrando problemas mayores de
eliminacién, sin mencionar el requerimiento de capital para su Uuso
(Kongsricharoern et al., 1995; Rao et al., 2011; Ahmaruzzaman, 2011).

El intercambio idnico es otro método que ha sido ampliamente utilizado para la

remocién de metales pesados de aguas residuales, sin embargo una limitante para que
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sea usado en la eliminacién de Cd** es la inversién tan elevada que se requiere para el
equipamiento de éste sistema, el cual asciende a aproximadamente US$ 12,124,840, a
lo que se debe sumar el alto costo operacional que llega a ser de hasta US$ 764,160
debido a la utilizacibn de productos quimicos para la regeneracion de las resinas
utiizadas en el tratamiento (Gumerman et al., 1979), lo cual ademas genera
contaminacién secundaria grave (Fenglian y Wang, 2011; Rao et al., 2011).

Por otra parte, la literatura menciona que al menos en los ultimos 15 afios los
estudios con respecto a la remocién de Cd** de aguas residuales o contaminadas se han
enfocado en la caracterizacibn de adsorbentes de bajo costo, principalmente de
procedencia bioldgica como candidatos potenciales para la eliminaciéon de Cd**, tales
como madera, aserrin, cascara y médula de coco, cascara de nuez, almendra, mani
entre otros (Rao et al., 2011; Wan y Hanafiah, 2008); en este sentido los mismos
estudios conllevan a una falta de informacion sobre la regeneracion, la reutilizacion y la
eliminacién segura de este tipo de adsorbentes. Esto nos lleva a la conclusion de que
por muy eficiente que sea el método para remover iones de un medio acuoso, sin tomar
en cuenta el costo, este no termina por completo el problema de contaminacién ya que
por lo general solo modifica su estado, ademas de que lo que se busca es remover los
iones pero al mismo tiempo lograr obtenerlos para su reutilizacién de manera industrial.

Por otro lado los estudios realizados para la remocién de Cd?* revelan que una de
las principales probleméticas para este tipo de métodos es la dificultad de remover este

metal a concentraciones por debajo de 5 ppm (Butter et al., 1998;

Dianati-Tilaki y Shariat, 2004; Rao et al., 2011; Fenglian y Wang, 2011). En los trabajos
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antes referidos se menciona que a estas concentraciones tan bajas no es
econdmicamente rentable utilizar metodologias como la precipitacion quimica,
intercambio i6nico y osmosis inversa (Dianati-Tilaki y Shariat, 2004), los cuales son las
metodologias recomendadas por la NOM-127-SSA1-2000. Esto sugiere la busqueda de
métodos que puedan complementar a los ya establecidos, y que ademas sean mas
eficientes, baratos, amigables con el ambiente y que permitan recuperar los iones
removidos.

La biorremediacion es un método alternativo que implica el uso de organismos
para degradar o depurar el ambiente de productos toxicos, donde generalmente se
utilizan bacterias, hongos, algas, y plantas; los cuales pueden estar o no vivos, y usarse
de manera natural o con modificaciones genéticas. Este método posee ciertas ventajas
como lo es el hecho de que al ser un proceso derivado de otros organismos es
socialmente mejor aceptado, necesita mucho menos capital que otros procesos, Yy
principalmente es posible una recuperacion de los contaminantes removidos en algunos
casos (Bhatnagar y Kumari, 2013). A pesar de esto la biorremediacién aun se encuentra
en desarrollo e involucra el estudio y la caracterizacién de organismos que sean capaces

de resistir y acumular metales pesados.

2.4. E. gracilis: Mecanismos de resistenciay acumulacién a Cadmio.

El modelo de estudio del presente trabajo es el protista flagelado de vida libre E.
gracilis, esto se debe principalmente a que especies del género Euglena han sido

reportados en cuerpos de agua y efluentes con pH’s acidos contaminados por Fe, Cu,
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Zn, Pb, Cr, Hg y Cd en un intervalo de concentraciones que oscilan entre 0.01-0.5, 0.05-
0.2, 0.2-4, 110-320, 30-80, 3-5 y de 0.5-30 mg/L respectivamente (Hargreaves et al.,
1975; Togwell, 1978; Conforti et al., 1995; Ruiz et al., 2004; Javed et al., 2006;
Atici et al., 2008).

Por lo tanto, se ha considerado que E. gracilis tiene un alto potencial para ser
usada en la biorremediacion de metales pesados de aguas residuales 0 en procesos
biotecnolégicos en los que se tenga el objetivo de recuperar metales con alto valor
comercial (Mendoza-Cézatl, 2000). Ademas E. gracilis posee la ventaja de ser un
organismo con una gran plasticidad metabdlica, ya que ademas de ser un organismo
fotosintético sobrevive de manera autétrofa sin ninguna fuente adicional de carbono que
no sea el CO; disuelto en el medio, se han generado cepas de éste protista sin
cloroplastos, las cuales crecen en la obscuridad y son completamente heterotroficas. De
ésta manera se ha comprobado que E. gracilis puede utilizar distintas fuentes de
carbono tales como glucosa, glutamato, malato, lactato, etanol, succinato, etc
(Buetow, 1989).

Los mecanismos de resistencia a Cd?** que se han observado en plantas,
bacterias, levaduras y en protistas como E. gracilis son 1) la union a la membrana
externa o pared celular, 2) cambios en el transporte de los iones, 3) la inactivacion extra
e intracelular y 4) la compartamentalizacién de complejos entre el Cd** y moléculas
guelantes dentro de ciertos organelos (Mendoza-Cézatl, 2005; Rodriguez-Zavala et al.,
2007). Sin embargo para fines de biorremediacion los mecanismos que atraen nuestro

interés son los que permiten una remocién del medio acuoso.
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La exposicion de E. gracilis a concentraciones entre 50-200 uM de Cd?* durante 5
a 8 dias genera un aumento en moléculas con grupos tiol (-SH) como la cisteina (Cys),
la gamma-glutamilcisteina (y-EC), el glutation (GSH) y las fitoquelatinas (FQs) de 3-11,
4, 3-19 y 6-30 veces mas respecto a las células control (Mendoza-Cézatl et al., 2005;
Garcia-Garcia et al., 2012). Estos cambios metabdlicos se han asociado a un
mecanismo de resistencia a Cd**, ya que el grupo tiol que poseen estos metabolitos
puede reaccionar con el Cd*". Estas observaciones, han generado estudios mas
profundos que han demostrado que en E. gracilis el Cd** es inactivado formando
complejos de alto peso molecular (HMWC, por sus siglas en inglés) dentro de los
cloroplastos, similar a lo que sucede en levaduras y plantas a pesar de que en éstos
organismos los HMWC son compartimentados en vacuolas. Los HMWC en E. gracilis
estan formados en un 65% por Cys, y-EC y GSH y 35% por FQs (Mendoza-Cézatl et al.,
2006b), por lo tanto el metabolismo de estas moléculas tioles tiene una contribuciéon
importante sobre los mecanismos de resistencia y acumulacién de Cd*".

El grupo tiol de estos metabolitos proviene de la Cys, que es sintetizada a través
de la via de asimilacién de azufre (VAA). Esta inicia con el transporte de sulfato (SO4%)
por transportadores de la membrana celular de baja afinidad con una KnS0,% > 100uM
(LAST, por sus siglas en inglés) y alta afinidad con una KnS0,% < 100uM (HAST, por sus
siglas en inglés), los cuales dependen de energia (ATP); el gradiente de protones
generado por las ATP-asas de la membrana plasmatica permite un co-transporte
electrogénico donde se utilizan 3 protones (H") para contrarrestar las dos cargas

negativas del SO,% y que asi éste oxianién logre entrar a la célula. Dentro es reducido a
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sulfito (SOs%) y luego a sulfuro (S%); esto mediante la activacién del SO, donde la
enzima ATP sulfurilasa (ATPS) le transfiere al sulfato un grupo adenosin fosfato (AMP)
gue proviene de otra molécula de ATP, formando AMP-sulfato (APS) y liberandose
pirofosfato (PPi). Después el APS es reducido a SOs* por la APS reductasa (APSR)
utilizando 2 moléculas de GSH como donador de electrones y asi finalmente reducir ese
SO5* a S? mediante la sulfito reductasa (SiR). Por Gltimo el S* se condensa con la
Oxigeno-acetilserina (OAS) mediante la Oxigeno-acetilserina tiol liasa (OAS TL) para
formar Cys (Garcia-Garcia, 2014). A partir de aqui la Cys y un acido glutamico son
tomados por la enzima y-glutamilcisteina sintetasa (y-ECS) para formar y-glutamilcisteina
(y-EC); después una glicina y la y-EC formaran glutation (GSH) por medio de la enzima
glutation sintetasa (GS) (Garcia-Garcia, 2014). Las fitoquelatinas (FQs) son proteinas de
bajo peso molecular (menor a 10KDa), que difieren a las metalotioneinas (MTSs)
presentes en animales y plantas las cuales son codificadas mediante un gen y que se
clasifican de manera distinta dependiendo del organismo. Las FQs son polipéptidos
generados a partir de moléculas de GSH, los cuales son sintetizados por la enzima
fitoquelatina sintasa (FQS) en respuesta a la presencia de metales pesados y unen
fuertemente a los metales debido al grupo tiol que poseen. En el caso de la formacién
del complejo Cd-GS cuando estan presentes el GSH y Cd** se ha reportado una,Keq

(constante de equilibrio) de 5.13x10° M* (Vatamaniuk et al, 2000); lo cual indica que esa

reaccion esta favorecida.
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Proteinzs :
Figura 1. Via de asimilacion de azufre, sintesis de GSH y FQs en E. gracilis. Modificado de
Garcia-Garcia, 2014.

Con base a estos antecedentes, nuestro grupo de trabajo se ha enfocado en el
estudio de E. gracilis a nivel metabdlico, con el objetivo de modificar los mecanismos

que favorezcan la acumulacién de metales pesados, entre ellos el Cd*".

2.5. Estrategias para aumentar la capacidad de acumulacién de

Cadmio en E. gracilis.

El aumento de la capacidad de acumulacién de Cd?* es un objetivo que se ha
perseguido en organismos con alto potencial para ser aplicados en la biorremediacion de

aguas contaminadas con metales pesados. En éste sentido, en la planta Arabidopsis
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thaliana se ha sobre-expresado a la HA-ATFQS (AtFQS1 con un epitope de 10aa de la
hemaglutinina), logrando aumentar los niveles de FQ,, FQs y FQ4 en 4, 7 y 80 veces
mas en raices y 2, 5y 9 veces en hojas, con respecto a los niveles de éstos tioles
medidos en plantas no transformadas (wild-type) en exposicién a 25 pM Cd?* (Li et al.,
2004). Contrario a lo que se esperaba, ésta estrategia generé una hipersensibilidad a
Cd?" en las plantas transformadas sin observarse ningtin cambio en su capacidad de
acumulacion (0.6 mg Cd/ Qgpeso seco) CON respecto a plantas wild-type. Los autores
sugieren que lo anterior fue debido a la deplecién de GSH posiblemente por la eficiencia
catalitica de esta enzima para sintetizar FQs, lo cual gener6 un desbalance en el sistema
antioxidante de la planta originando una hipersensibilidad, ya que el fenotipo
hipersensible se restaura adicionando 1mM de GSH. Debido a esto, en otro trabajo en A.
thaliana se sobre-expreso simultdneamente a la y-ECS de Saccharomyces cerevisae y a
la FQS de Allium sativum (ajo), con el objetivo de mantener una homeostasis entre la
concentracion de GSH y FQs, los resultados mostraron que las plantas expuestas a 250
uM Cd* sintetizaban 30% mas GSH y FQSroaes, ademas de que la acumulacién de Cd**
aumentaba 15 veces mas con respecto a las plantas no transformadas (Jiangbo et al.,
2008). Estos antecedentes muestran que mediante el aumento en el flujo de sintesis de
fitoquelatinas se puede lograr un aumento en la capacidad de acumulacion de cadmio en
los organismos, ademas de que estos fenotipos dependen de la eficiencia catalitica y de
las enzimas que se deciden sobre-expresar.

Si bien la modificacién genética de plantas ha mostrado avances importantes en

el aumento de la capacidad de acumulacion de cadmio, se debe considerar que no todos
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los organismos de interés biotecnolégico son adecuados para seguir éstas estrategias.
Este es el caso del protista E. gracilis, ya que ademas de ser un organismo del cual no
se ha secuenciado su genoma, no se han desarrollado vectores de sobre-expresion
especificos para éste protista.

Tomando en cuenta éstas limitaciones metodolégicas, en nuestro grupo de
trabajo se han considerado protocolos basados en la presién de seleccién metabdlica
por deficiencia de SO4%, ya que los antecedentes de la literatura muestran que bajo éste
estrés nutricional es posible modular la actividad de los transportadores de SO4* y la y-
glutamilcisteina sintetasa, dos de las enzimas clave en la sintesis de GSH y FQs. En la
siguiente seccidn se detalla dicha informacion.

2.5.1. Aumento de la biosintesis de Cys y GSH mediante presién de seleccién con
deficiencia de sulfato.

Como se menciond anteriormente, la fitoquelatina sintasa (FQS) utiliza al GSH
como uno de sus sustratos para sintetizar FQs, y ademas el aumento de su sintesis de
FQs es crucial en los mecanismos de resistencia y acumulacién de Cd**. Por lo tanto, un
aumento en la sintesis de GSH podria favorecer la biosintesis de FQs y por ende la
capacidad de acumulacién de Cd?".

En éste sentido, resultados reportados por Garcia-Garcia et al., 2012, muestran
que un cultivo de E. gracilis deficiente de SO,* (cultivada por mas de 10 generaciones
con 0.06 mM SO4%) tiene 16, 1 y 6 veces menos Cys, y-EC y GSH; sin embargo, al
alimentar a éstas células con 10 mM SO,* durante 3 hr su capacidad para sintetizar Cys

es 3 veces mayor que la determinada en células control (crecidas con 2 mM SO,%). La
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alta capacidad de sintetizar Cys se asoci6 a un aumento en la actividad de los
transportadores de sulfato de alta (EgQPMST1 por sus siglas en inglés) y baja afinidad
(EgPMST2) de 9 y 104 veces, respectivamente. Un calculo tedrico basado en los
parametros cinéticos del transporte de SO4* (Km Y Vimax de EQPMST1 y EgPMTS2) vy en
la ecuaciéon de doble Hill, la cual describioé dicho fenbmeno de transporte, demostré que
las células deficientes de SO,* aumentaron 26 veces su capacidad para transportar
S04 respecto a las células control (Garcia-Garcia et al., 2012).

Curiosamente, la capacidad de sintetizar GSH no aumenté a pesar de que la
actividad de la y-glutamilcisteina sintetasa (y-ECS) y glutation sintetasa (GS) aumentaron
4.5 veces, lo cual sugiere que la regulacién cinética tipo feedback que tiene el GSH
sobre la y-ECS sigue regulando la actividad de la enzima (Garcia-Garcia et al., 2012).
Respecto a la sintesis de FQs tampoco se observaron cambios; sin embargo esto puede
deberse a que la FQS ademas del GSH, necesita del co-sustrato formado entre un
metal pesado como el Cd** y dos moléculas de GSH (bis-glutationato de metal, Me-
GS,), y en esos experimentos no se adicion6 ningun metal.

No obstante, las células de E. gracilis deficientes de SO,% y su alta capacidad de
sintetizar Cys eran atractivas para analizar un fenotipo hiperacumulador de Cd?*, ya que
los antecedentes mencionados sugerian que al exponer a las células a Cd** la
concentracion de GSH iban a movilizarse hacia la sintesis de FQs, y al tener un alta
capacidad de sintesis de Cys, ésta a su vez iba a restablecer la concentracién de GSH.

Tomando en cuenta estos antecedentes, en el proyecto de Servicio Social que se

realizé previo al presente proyecto de Tesis, se utilizaron células de E. gracilis
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deficientes de SO,* para determinar su capacidad de acumulacién de Cd®**. En
principio, los resultados mostraron que la ICso por Cd** de éstas células es de 5 uM, 3
veces menor a la reportada para las células control (Garcia-Garcia et al., 2012). Por otro
lado, tomando en cuenta que las células deficientes de SO,* tienen concentraciones
bajas de Cys, y-EC y GSH como resultado de la restriccién de fuentes de azufre, en el
protocolo para determinar la capacidad de acumulacién primero se planeé reestablecer
los niveles de tioles mediante la adicién de 2 y 10 mM de SO4% , y posteriormente hacer
la exposicién a Cd**. Los resultados que se obtuvieron muestran que en presencia de
2 mM SO,* la acumulacién de Cd*" fue la misma en células deficientes de SO, y
control, mientras que con 10 mM SO,*, ésta fue 4 veces menor en las células
deficientes de SO,* (Cuadro 3).

Cuadro 3. Acumulacién en E. gracilis control (EgZn.o) y deficiente de SO [(-)SO4*],

en 2y 10 mM SO,* durante 5 dias. En cada caso, la concentracién de Cd** que se
utilizé corresponde al doble del valor de su ICs.

N3 Acumulacion de Cd**
nmol/10’ células
SO4% EgZnzo 2+ (-)8042- 2+
(30 uM Cd?*) (10 uM Cd2"
2 mM 302 15+6
10 mM 23+6 62

La capacidad de acumulacion también se determiné usando un protocolo de “alta
densidad”, el cual consistio en generar cultivos de E. gracilis de 1 L, cosechar a las
células en condiciones de esterilidad al inicio de la fase estacionaria, y con ellas preparar
soluciones celulares entre 20 — 30 x10” células/mL en 10 mL de medio de cultivo. La

intencién de haber usado éste protocolo de alta densidad fue determinar la capacidad de
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acumulacién sin el factor crecimiento. Sin embargo, como se puede observar en el
Cuadro 4, tampoco se observaron diferencias en la capacidad de acumulacién de Cd?".

Cuadro 4. Acumulacion de Cd?* en células control (EgZnao) y deficientes [(-)S0.4*] a
distintos tiempos en protocolo de alta densidad.

Cd® (uM)
50 | 100 | 200
t, h nmol/10’ células
Control SuUl Control SuUl Control SuUl
6 1.4 (1) 0(1) 1.6 (1) 1.1 (1) 2.6 (1) 2.8 (1)
24 5.4 (1) 46(1) | 59() | 75(1) | 115 12 +6
48 13 (1) 6 (1) 6.7 (1) 6 (1) 18+15 | 18+12

Estos antecedentes sugieren que el aumento en la actividad de los
transportadores de sulfato y de la y-ECS en las células de E. gracilis deficientes de SO4*
no fue suficiente para obtener un fenotipo hiperacumulador de Cd** en E. gracilis.

Por otro lado, hay informacién en la literatura que sugiere que el Zn?* tiene un
papel importante en los mecanismos de resistencia y acumulacion de Cd?* en E. gracilis.
Dicha informacion se detalla en la siguiente seccion.

2.5.2. Favorecimiento la actividad de la fitoquelatina sintasa (FQS).

Como se menciond anteriormente la sobre-expresion de la FQS en plantas ha
tenido resultados contrastantes sobre la capacidad de acumulacién de Cd®* . El objetivo
de estos trabajos basados en metodologias de ingenieria genética es aumentar la
cantidad de enzima activa en las plantas; sin embargo, esto también se podria lograr
favoreciendo la disponibilidad de sustratos con el fin de promover la sintesis de los
compuestos quelantes, y asi obtener una mayor eficiencia y un aumento en la

acumulaciéon de Cadmio.
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Estudios in vitro de la FQS de E. gracilis (EgFQS) muestran que esta enzima es
2.6 veces mas activa en presencia de Zn®* con respecto a Cd?*, lo que significa que el
bis-glutationato de Zinc (Zn-GS;) es mejor sustrato que el bis-glutationato de Cadmio
(Cd-GSy,), contrario a lo que sucede con la FQS de otros protistas, algas, levaduras y

plantas (Garcia-Garcia et al., 2014). Ademas, se han realizado estudios de la

interaccion entre el Cd** y el Zn** en E. gracilis, donde se observa que 15 uM Zn** en el
medio de cultivo protege a las células contra los efectos estructurales y de proliferacion
que conllevan una exposicién a Cd* en comparacién con células completamente
deficientes en Zn* (Nakano et al., 1978; Gingrich et al., 1984). Aunado a lo anterior, la
importancia del Zn?* durante exposiciones a Cd** se ha determinado mediante el analisis
de la susceptibilidad de E. gracilis a Cd**, ya que la concentracion inhibitoria del 50% de
crecimiento para Cd*" (ICs cq) Se ve modificada dependiendo de las concentraciones de
Zn?* en el medio de cultivo. De tal forma que en presencia de 20 y 300 uM Zn?*la ICsp cq
es 15y 70 uM, respectivamente (Mendoza-Cézatl et al., 2006a; Garcia-Garcia et al.,
2012). Sin embargo, hasta el momento no se habia intentado usar al Zn?** como parte
de una estrategia metabélica para aumentar la capacidad de acumulacién de Cd** en E.
gracilis.

Tomando en cuenta los antecedentes planteados en el presente trabajo de tesis,
se planed llevar a cabo el pre-acondicionamiento de células de E. gracilis a distintas
concentraciones de Zn**, con el objetivo de aumentar las concentraciones intracelulares
de éste metal esencial y favorecer la biosintesis de FQs, de tal forma que se favorezca

un fenotipo que aumente la capacidad de acumulacién de Cd?".
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3. HIPOTESIS
El pre-acondicionamiento con Zn?" proveera una mayor acumulacién de Cd**

mediante un aumento en la sintesis de fitoquelatinas en Euglena gracilis.

4. OBJETIVOS

4.1. General:

Determinar la acumulacién de Cd** y el contenido de fitoquelatinas en células de

E. gracilis pre-acondicionadas con Zn*".

4.2. Particulares:

- Determinar la susceptibilidad al Zn** mediante la determinacién del crecimiento
celular de E. gracilis expuesta a distintas concentraciones de Zn?".

- Optimizar un protocolo de pre-acondicionamiento con Zn** para aumentar la
concentracion intracelular de este metal en E. gracilis.

- Determinar la concentracion de los cationes metalicos totales Mg, Mn, Fe, Co y
Cu, la fotosintesis y la respiracién para evaluar los efectos fisiolégicos del pre-
acondicionamiento con Zn?* en E. gracilis.

- Determinar la susceptibilidad a Cd** (densidad celular en presencia de distintas
concentraciones de Cd?") y capacidad de acumulacién de Cd?** en las células de
E. gracilis pre-acondicionadas con Zn*".

- Determinar el contenido de Cys, y-EC, GSH y FQs en E. gracilis control y pre-
acondicionadas con Zn** en las condiciones de méaxima acumulacién de Cd** para

evaluar el metabolismo de las fitoquelatinas.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Cultivo de E. gracilis fotosintética

5.1.1. Células control (EgZnyp)

La cepa fotosintética de E. gracilis Var. Z fue cultivada axénicamente en medio
Hutner, modificado por Schiff et al., 1971. Este medio se compone de Glutamato 34 mM,
Malato 15 mM, CaCO3 2 mM, (NH,4),HPO,4 1.5 mM, MgSQO4-7H,0 2 mM, KH,PO, 3 mM,
Minerales Traza A (ZnSO4-7H,O 0.02 mM, MnSO4.H>O 0.01 mM, Na;MoO4-2H,0 0.1
mM y CoCl,-6H,0 7x10° mM) y Minerales Traza B (CuSO,-5H,0 3x10° mM, H3BO3 0.01
mM). El medio se ajusté a un pH de 3.5 con perlas de KOH y se esterilizé por autoclave
15 minutos a 20 libras de presién; antes de sembrar las células se afiadié por cada 100
mL de cultivo 1 mL de vitaminas (Tiamina 3x10° mM, Cianocobalamina 0.2 pg/L y FeCl,
0.02 mM) previamente esterilizadas por filtracion.

Las células se mantuvieron por resiembras, las cuales se hicieron antes de llegar
a la fase estacionaria de crecimiento, partiendo de un inéculo de 0.2-0.4x10° células/mL
dependiendo del experimento. Los cultivos se mantuvieron en una camara a una
temperatura entre 22-25°C, con un fotoperiodo de 12 horas con luz blanca (70 pmol
quanta m? s™?) y 12 horas de oscuridad.

Cuando se detectaban signos de contaminacion en los cultivos de E. gracilis
(células precipitadas en el fondo de los matraces, hongos en la superficie de los cultivos,
y a nivel microscopico la presencia de bacterias y células de E. gracilis redondas e
inmoviles) el protocolo que se siguid fue tomar con un asa microbiolégica una muestra

del cultivo contaminado para inocular una placa de Petri de agar natural. Las cajas se
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mantuvieron a 22-25 °C y bajo el mismo fotoperiodo que los cultivos liquidos. Después
de 15 dias aproximadamente, era posible identificar colonias aisladas de color verde, las
cuales se tomaron con palillos de madera estériles para cultivarlas en el medio liquido
descrito previamente.

5.1.2. Células pre-acondicionas con Zinc (EgZn)

Para realizar el pre-acondicionamiento con Zn** se cultivaron las células por mas
de 10 generaciones en distintas concentraciones de Zn**, donde se utiliz6 una solucién
calibrada de ZnCl; y esterilizada por filtracion, de la cual se tomaron las alicuotas para
obtener las concentraciones necesarias para cada condicion de cultivo. La adicion del
ZnCl, se llevé a cabo después de las vitaminas y antes de agregar las células. Es
importante mencionar que se decidié nombrar a las células pre-acondiconadas con 200,
300, 400, 500 y 1000 pM Zn*" como EgZn.oo, EQZnsoe, EGZNaco, EGZNseo Y E9ZNi000,
respectivamente, y a las células control (cultivadas con 20 uM Zn?") como EgZnzo.

5.1.3. Conteo celular y determinacién de viabilidad

Las células se contaron con una camara de Neubauer, esto se realiz6 tomando
muestras de los cultivos para hacer diluciones en un volumen final de agua de 1 mL con
0.05% de HCI para inmovilizar a las células y asi facilitar su conteo. Se tomaron 15 pul de
la dilucion, se colocaron en el centro de la camara, se colocO el portaobjetos y se
contaron las células dentro de los 5 cuadrantes principales de la camara (Fig. 1) para
hacer un promedio entre ellos. Este valor fue multiplicado por el factor de extrapolacion

de la camara (10,000) (el cual fue calculado considerando el volumen de muestra que
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hay en cada cuadrante entre la camara y el cubreobjetos (1 x 10 ml)) para determinar la

concentracion de células por mililitro de cada cultivo.

Fig. 1 Camara de Neubauer; cuadrantes utilizados para la cuantificacion celular (azul).

La viabilidad se determind pre-incubando a las células con azul tripano 0.05%
(w/v) durante 2 minutos antes de ser contadas ya que las células muertas después de
esta incubacion se tifien de color azul. Por lo tanto se consideran 100 células dentro de
los cuadrantes y se determina el porcentaje de la cantidad de células vivas y muertas.
5.2. Exposicion al Cadmio

Se tomo un volumen adecuado de los diferentes cultivos experimentales (EgZnyo,
EgZnsoo, E9ZNnsco, EQZnacs, E9Znseo Y EQZniges) para tener un indculo de 0.4x10°
células/mL en 50 mL de medio Hutner (SO4* 2.01 mM) en presencia de 20 pM Zn*" y
suplementado con las concentraciones de Zn?* utilizadas en los pre-acondicionamientos
(200, 300, 400, 500 y 1000 pM). La exposicion a Cd?* fue a 15, 30, 50, 100, 200, 300 y

500 uM, el cual provenia de una solucion calibrada y esterilizada de CdCl, 300 mM.
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Después de los tiempos establecidos, se coseché a las células por centrifugacién (3500
rom 4°C 5 minutos). Posterioremente el boton celular se lavéd con KH,PO, 0.1 M
suplementado con 5 mM EGTA para eliminar el metal adherido extracelularmente. Al
final de los lavados el botén celular se resuspendié6 en KH,PO,4 0.1M, las células se
contaron en un hemocitometro y se tomé 1mL de esa suspension celular para medir el
Cd, Zn, Cu, Co, Mn, Fe y Mg intracelular (Seccién 5.4), y la sintesis de tioles (Seccién
5.5).

5.3. Determinacion del consumo y produccién de oxigeno.

Cultivos de células control de 50 mL y pre-acondicionadas con Zn** inoculados
con 0.2x10° células/mL, fueron cosechados a las 120 h y se lavaron con buffer KME,
KCI (120 mM) , MOPS (20 mM) y EGTA (1 mM)) pH 7.2, por centrifugacién (3500rpm
4°C por 5 min). El boton celular obtenido fue resuspendido con KME, donde se obtuvo
una suspensién de aproximadamente de 10x10’ células/mL para determinar el consumo
y produccién de oxigeno.

Las mediciones se hicieron usando un electrodo de O, tipo Clark (Yellow Spring
Instruments) y en una camara (1.7 mL) con agitacion, la cual se mantuvo a temperatura
constante (25°C) mediante un flujo continuo de agua. El electrodo se calibré utilizando
buffer KME pH 7.2 saturado de oxigeno y se adicioné ditionito de sodio (Na,SO3) para
determinar la cantidad total de oxigeno en la camara. La solubilidad del oxigeno a la
altitud de la Ciudad de México (2240m) se considerd de 420 ngatO/mL. Las mediciones
se hicieron dentro de una caja oscura para mantener aisladas a las células de la luz y

poder controlar la fotosintesis con luz de un proyector de diapositivas (1000 pmol
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guanta/ m-s). Los cambios en la concentracion de oxigeno se acoplaron a un registrador
(Kipp & Zonen) que grafico los trazos de respiracion y fotosintesis.

5.4. Determinacion de Cd, Zn, Cu, Co, Mn, Fe y Mg totales por EAA.

La cantidad intracelular de los cationes metélicos totales de interés se determind
por espectrofotometria de absorcion atdmica (EAA). Se utiliz6 un equipo Varian Spectra
AA 640 con una mezcla de aire y acetileno a un flujo de 13.5:2 L/min. Se utilizaron
lamparas que emiten a una longitud de onda de 228.8, 213.9, 324.8, 240.7, 279.5, 248.3,
y 285.2 nm para medir Cd, Zn, Cu, Co, Mn, Fe y Mg total respectivamente.

Las células se obtuvieron como se detall6 en el inciso 5.2. Para romper a las
células y eliminar residuos organicos, se hizo una digestion agregando 3ml de una
mezcla &cida (2.5 mL HNO3/0.5 mL H,SO,) por cada mililitro de muestra y utilizando una
plancha de calentamiento durante 2 horas, alternando cada 15 minutos con alta
intensidad (100-110°C) y 10 minutos con baja intensidad (95-100°C). Por ultimo las
muestras se aforaron a 5 mL con H,Omg. La concentracion de las muestras se obtuvo
mediante la interpolacion de una curva patron con un ajuste lineal utilizando distintas
concentraciones de Cd (Fig. 3A), Zn (Fig. 3B), Cu (Fig. 3C), Co (Fig. 3D), Mn (Fig. 3E),

Fe (Fig. 3F) y Mg (Fig. 3G).
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5.5. Determinacion de tioles

Las células fueron cosechadas segun el apartado 5.2 con la diferencia de que la
alicuota que se tomo para medir tioles (1 mL) se guard6 a -70°C en presencia de 5 mM
de DTT hasta por 5 dias. Una vez descongeladas las muestras se adiciond Triton X-100
0.1% y PCA 3%, se agitaron vigorosamente 1 minuto y después se centrifugaron a
14000 rpm y 4°C durante 2 min. Se obtuvo el sobrenadante por filtracion (0.45 um de
diametro de poro), y se tomaron 50ul para medir tioles por HPLC
(Mca. Waters 1525-1289).

El sistema HPLC que se utiliz6 contaba con una columna C-18 Symmetry Waters
de tamafio de particula 3.5 um. La fase mévil que se utilizdé estaba compuesta de &cido
trifluoroacético (TFA) 0.1% en agua, y los tioles se eluyeron con un gradiente lineal
acetonitrilo (ACN) 100%. La separacion al principio fue con 99% de solucion de TFA y
1% ACN, después de 10 min se utilizé un gradiente discontinuo para obtener 80% de la
solucion de TFA y 20% ACN a un flujo de 1mL/min. Los compuestos con grupos tiol
fueron detectados por una reaccién colorida con DTNB 0.1 mM en KH,PO,4 0.1 M pH 8,
utilizando una longitud de onda de 412 nm en un espectrofotometro acoplado al HPLC.
Cada uno de los metabolitos fueron identificados mediante el uso de estandares

internos.
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6. RESULTADOS

6.1. Pre-acondicionamiento con Zinc

6.1.1. Susceptibilidad al Zinc

Con el objeto de establecer los rangos de concentracion empleados para que la
concentracién de Zn?* no fuese demasiado toxica para la células de E. gracilis, se
establecieron las concentraciones de zinc en el medio de cultivo tomando como
referencia el valor de ICsp para Zn*".

Para determinar la I1Cso se cultivo a E. gracilis control (EgZny,) en presencia de
distintas concentraciones de Zn?*. Tomando en cuenta las densidades celulares
obtenidas al quinto dia de crecimiento se construy6 la Fig. 4, de la cual se obtuvo un

valor de ICsp de 1.4 mM.

Densidad Celular {1n’célulasfrrl_}

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Zn"" (uM)

Figura 4. Crecimiento de EgZn,, en 5 dias. La ICsy se calculd considerando como 100% la densidad

celular de las células cultivadas en 20uM Zn* y el 50% de crecimiento se extrapolé al eje de las
abscisas utilizando como base una hipérbola. £+t SDn =4
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6.1.2. Acumulacion de Zinc

Después de cultivar a las células por mas de 10 generaciones en su respectiva
concentracion de pre-acondicionamiento, se determiné la acumulacién de Zn* (Cuadro
5) donde primero se observé que el pre-acondicionamiento con Zn®** generé un aumento
de 21-46 veces en la concentracién de Zn?' intracelular. Ademéas este experimento
permiti6 observar que existe un posible mecanismo de homeostasis para regular la
entrada de zinc a la célula, ya que a partir de 300 pM Zn?*, la acumulacién de este metal

alcanza su maxima acumulacion aunque la concentracion extracelular vaya en aumento.

Cuadro 5. Acumulacién de Zn?" al inicio de la fase estacionaria (5° dia) en células
EgZny y pre-acondicionadas a Zn?* (+SD). Los valores estan reportados en
unidades de nmol/107 células.

Eg ZNog
(7)

Eg Zn 200
(4)

Eg Zn3oo
(5)

EgZnaoo
(6)

Eg Zn5oo
(4)

EgZn1000
3)

ZnTotal

7+3

150+48

223150

260+95

256160

323142

6.1.3. Andlisis iondmico

Por otro lado, fue muy importante determinar si la presién de seleccidon nutricional
con Zn?** en E. gracilis podria haber afectado a otros cationes esenciales presentes en el
medio de cultivo. Es por esto que se determind la concentracion intracelular de Cu, Co,
Mn, Fe y Mg total en las células pre-acondicionadas a Zn?** (Cuadro 6). Esta
determinacién permiti6 observar que la concentracion de Cu no cambia excepto a
concentraciones <1000 uM Zn?* donde esta aumenta 1.5 veces. Con respecto al Co, Mn,
Fe y Mg se observa que estos disminuyen de un 40 a un 55% en todas las condiciones

de pre-acondicionamiento, sin embargo el cambio mas importante es en Mg, ya que su
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disminucién representa 500 nmol/10” células, lo cual podria tener un efecto importante
en la sintesis de FQs debido a que la via de asimilacién de azufre y la sintesis de GSH
requieren de ATP y Mg para su funcionamiento, sin mencionar todas las funciones

celulares que requieren de este cation.

Cuadro 6. Concentracién intracelular de Cu, Co, Mn, Fe y Mg total al 5° dia de
crecimiento en EgZna y células pre-acondicionadas a zZn?*. Los valores estan
reportados en unidades de nmol/10’ células.

EgZnyo EgZn2oo EgZnsoo EgZnaoo EgZnsoo EgZn1000
Cu 4+1(4) 4+1(4) 4+1(4) 4+1(4) 4+1(3) 10+2(3)
Co 13+4(4) 7+1(4) 7+1(4) 7+0.3(4) 6+1(3) 7+1(3)
Mn 10+2(4) 6+0.4(4) 6+1(4) 6+1(4) 6+1(3) 8+0.4(3)
Fe 162+30(4) | 156+40(4) | 149+456(4) | 108+21(4) | 1104+10(3) | 131+48(3)
Mg 1243+507(4) | 826+£171(4) | 748%56(4) | 796+100(4) | 796+83(3) | 941+63(3)

+SD (n)

6.1.4. Respiraciéon y Fotosintesis en células pre-acondicionadas

A patrtir de lo anterior era esencial determinar si el estatus energético de la célula
podia haberse modificado debido a un pre-acondicionamiento a Zn?*, por lo que se
determind el consumo y la produccidén de oxigeno en las diferentes condiciones (Cuadro
7). Los resultados muestran que la respiracion no cambia con respecto a la

concentracién de Zn**, pero si en la fotosintesis a concentraciones < 500 pM Zn?*,
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Cuadro 7. Respiraciéon y Fotosintesis en las células pre-acondicionadas con Zinc.

Células Consumo de Oxigeno Produccién de Oxigeno
ngAO/min 10’ células ngAO/min 10’ células
EgZnzo 202458 263+14
(4)
Egér)‘zoo 242481 313+110
Egér)‘3°° 3314124 3162123
Egé?““ 226423 314438
Egér)‘f’oo 254481 195492
Egg‘)looo 222+100 63+27
+SD (n)

6.1.5. Contenido de Cys, y-EC, GSH y FQs

Por Gltimo se determiné si el aumento de Zn?* intracelular habia tenido un efecto
directo en la via de asimilacion de azufre y sintesis de FQs, por lo que se cuantifico el
contenido de Cys, y-EC, GSH, FQSrotales, FQ2, FQ3 y FQ4 (FQs candnicas) en las células
control y pre-acondicionadas con Zn?*. Sin embargo como se oberva en el Cuadro 8, a
pesar de que se esperaba que el aumento en la concentracién intracelular de Zn?*
modificara la sintesis de estos metabolitos quelantes, no hubo diferencias entre las
distintas condiciones con respecto a EgZn,o excepto en concentraciones > 500 pM Zn**
donde se observa una disminucion del 50% en la sintesis de FQStoaes |0 cual se

mantiene en la suma total de FQs candnicas.
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Cuadro 8. Contenido intracelular de Cys, y-EC, GSH y FQs en células EgZny y pre-
acondicionadas con Zn?" al inicio de la fase estacionaria (5° dia). Los valores estan
reportados en unidades de nmol/10’ células.

Células | Cys | y-EC | GSH |PCstoa | FQ2 FQs FQs | FQz4
Egé)”zo 29+3 | 3+1 | 13+1 | 520.3 | 0.1+0.02 | 0.2+0.04 |0.2+0.04 | 0.4%0.1
59(25?200 27+3 | 4+0.4 | 2242 | 6+l | 0.130.07 | 0.4+0.1 | 0.2#0.1 | 0.4%0.1
Egar)‘m 24+2 | 4404 | 19+3 | 5%1 | 0.1x0.05 | 0.1+0.06 | 0.1x0.05 | 0.4+0.1
Eg(ﬂ‘)“oo 31+#3 | 5#1 | 18#2 | 6x1 |0.04+0.01| 0.3x0.07 | 0.2+0.04 | 0.6+0.1
59(23?500 20+3 | 3+0.5 | 17+3 | 3+0.6 * | 0.04+0.02 | 0.04+0.01 | 0.1+0.03 | 0.2+0.1
59%51000 335 | 5+0.4 | 21+3 | 3+0.4 * | 0.02+0.01 | 0.03+0.01 | 0.2+0.1 | 0.3+0.1
+ SE (n) * t-test p>0.05

Ademas este andlisis detallado de la composicién de las FQStoaes permitio

determinar que Unicamente el 8-10%, de estas corresponde a FQs candnicas (FQ,, FQ3

y FQ.), por lo que se sugiere que el otro 90% podria estar conformado por polimeros de

GSH no candnicos como homo-fitoquelatinas (homo-FQs), iso-fitoquelatinas (iso-FQs) e

hidroximetil-fitoquelatinas (hidroximetil-FQs).
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6.2. Capacidad de acumulacion de Cadmio

6.2.1. Susceptibilidad a Cadmio en células EgZn, Yy EgZnyoo

Posteriormente se evalué el efecto del pre-acondicionamiento con Zn** en la
susceptibilidad a Cd?*, por lo que se determiné una ICso por Cd?*. Se utilizaron células
EgZnso Ya que en esta condicién la concentracion de Zn?' intracelular llega a su
maxima capacidad después del pre-acondicionamiento, sin modificar la respiracién y la
fotosintesis con respecto a las células control.

Sorprendentemente, a pesar de que se esperaba que el pre-acondicionamiento
con Zn?* tuviera un efecto protector ante un estrés por Cd?*, las células EgZnso fueron
més susceptibles a Cd** cuando estas fueron expuestas en 20 uM Zn?*, ya que la ICsocq
resulté ser 3 veces menor (Fig. 5A) a la reportada para las células control EgZnyo de 15
uM Cd?** (Garcia-Garcia et al., 2012). Sin embargo el efecto protector del Zn*, si se
observo cuando el experimento se realizaba en presencia de su misma concentracion de

pre-acondicionamiento (400 uM Zn**) donde la ICsocq fue 4 veces mayor (Fig. 5B).
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Figura 4. Crecimiento celular de EgZngy al 5to dia, al ser expuestas a distintas concentraciones de
Cadmio en presenciade 20 (A) y 400 (B) uM Zn* en el medio de cultivo.

6.2.2. Acumulacién de Cadmio en EgZnyo y EgZngoo

Para determinar la capacidad de acumulacién de Cd*, todas las condiciones
fueron expuestas durante 5 dias con su respectiva concentracion de pre-
acondicionamiento con Zn?* (200, 300, 400, 500 y 1000) a 200 pM Cd?*, con la finalidad
de observar el comportamiento de ambos metales en la célula y su efecto en la

acumulacion de cada uno a partir solo de un pre-acondicionamiento con Zn**. Por otro
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lado es importante mencionar que se eligi6 la concentraciéon de 200 uM Cd*" con la
finalidad de comparar los resultados con la maxima acumulacién reportada para E.
gracilis y otras pre-adaptaciones que de igual forma tenian la finalidad de incrementar la
capacidad de acumulacién de Cd?* (Mendoza-Cézatl et al., 2002).

Los resultados de acumulacién de Cd** y Zn** después de 5 dias se muestran en
el Cuadro 9, donde se observa que la acumulacién de Cd?*' es igual e incluso 60%
menor en las células pre-acondicionadas con Zn?* con respecto a las células control.
Ademas los resultados muestran que la acumulacién de Zn** se mantiene constante a

partir de 400 uM Zn?**y 30-70% mayor a la de Cd** en concentraciones < 500 uM Zn*".

Cuadro 9. Acumulacion de Cd y Zn en células control y pre-acondicionadas con
Zn*" expuestas durante 5 dias a 200 uM Cd?* en su misma concentracién de pre-
acondicionamiento con Zn?".

ACUMULACION
) nmol/10” células
Células [an+]
EgZnzo 20 18350 9+1
(11)
EgZn 00 300 86 83
2
Eg(z:m 400 209 286260
Eg(zl:‘f’oo 500 153 228
Egz(lr)‘looo 1000 67 214
+ SD (n)
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A partir de los resultados anteriores, se considero realizar el mismo experimento
pero utilizando 20 uM Zn* como concentracién en el medio de cultivo al momento de
exponer a las células al Cd**. Esto debido a que posiblemente existe una competencia
entre el Zn®*" y el Cd?* por entrar a la célula, lo cual no permite que sea evidente un
aumento en la acumulacién de Cd?* por un pre-acondicionamiento con Zn*. En el
Cuadro 10 se muestra que en efecto solo el pre-acondicionamiento y no la exposicion
conjunta genera un aumento de hasta el 60% en la acumulacién de Cd** en las células
pre-acondicionadas a 400 uM Zn* (EgZnase). Ademas los resultados muestran que la
acumulacion de Zn** disminuye 17-30% con respecto a la condicién en que las células
que son expuestas al Cd** en su misma concentracién de pre-acondicionamiento.

Cuadro 10. Acumulacién de Cd? en células control y pre-acondicionadas a Zn**
expuestas durante 5 dias a 200 pM Cd?* en presencia de 20 uM Zn?".

ACUMULACION
. nmol/10 células
Células [an+]
uM
Ccd? Zn?
EgZnzo 20 183450 9+1
(11)
EgZnaoo 20 313 69
(2)
Eg(Z:uoo 20 37147 189458
8
EgZnso0 20 260 97
@
EgZN1000 20 279 96
@

+ SD (n)
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Sin embargo para hacer una comparacion con otros trabajos que tenian de igual
forma el propésito de incrementar la capacidad de acumulacién de Cd*
(Devars et al., 1998; Avilés et al., 2003), se determiné la acumulacién de Cd** después
de 8 dias de exposicion (Fig. 6). Se observé que todos los pre-acondicionamientos
aumentan la acumulacién de Cd** en presencia de 20 pM Zn?*, aunque en las células
pre-acondicionadas con 400uM Zn** (EgZnaeo) fue donde se observé el mayor aumento

con 80% mas Cd?* con respecto a EgZnao.

o
o
=]

B
o
o

L
o
o

M
o
o

cd”™ nmol/10’células
~
[ ]

Eglnm Eglnm Eglnm Eﬂ?—"m Egznm EgIn1m

Figura 6. Acumulacion de Cd* en células control (EgZny) y pre-acondicionadas con Zn* expuestas
durante 8 dias a 200 uM Cd**, en 20 uM Zn* (barras negras) y en su concentracion de pre-
acondicionamiento a Zn** (barras blancas). +SDn=3-8

Es importante mencionar que como control experimental se determind la
acumulaciéon de zZn?*' (Fig. 6), para observar si la modulacién de la concentracion

intracelular de zinc se mantenia con respecto a la concentracién de zinc en la que son
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expuestas las células, debido al fendbmeno de competencia que posiblemente existe

entre estos iones para entrar a la célula.

300-

200 _

100

Zn** nmol/10'células

EgInm EgInm EgInmD EgznmJ ng—"m EgInmﬂ

Figura 6. Acumulacién de Zn** en células control y pre-acondicionadasa zinc expuestas durante 8
dias a 200uM Cd*, en 20 uM Zn* (barras negras) y en su concentracion de pre-acondicionamiento
a zinc (barras blancas). +SD n = 2-6.

A partir de los resultados anteriores, se utilizé a las células EgZnsn para explicar
el fendémeno observado con respecto al aumento en la acumulacién de Cd?*. Es por esto
que, con la finalidad de observar de que manera se internalizaba el Cd**, se realiz6 un
curso temporal de acumulacion en células EgZnzo Y EgZnag, expuestas a 200 uM Cd**

en 20 uM Zn** durante 8 dias.
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Figura 8. Curso temporal de acumulacion de cadmio durante 8 dias en células EgZnyy Yy EgZngn
expuestas a 200 pM Cd** +SD n = 2-8.

Los resultados muestran que a tiempos cortos no hay diferencias en la
acumulacién de Cd?* entre ambas células, sin embargo se observa que a partir de 48
horas las células EgZnsg tienen un aumento del 50% en la acumulacion que ya no es
alcanzado por las células controla través del tiempo. Ademas, aunque no se muestra en
la figura anterior estos experimentos se llevaron a cabo hasta 360 horas, lo cual mostro
que las células EgZnag ya no acumulan mas Cd** después de 192 horas.

Por Ultimo se determind la capacidad de acumulaciéon de Cd?* a distintas
concentraciones (Fig. 9). Los resultados indican que a bajas concentraciones de Cd?*
(15-100 uM Cd**) no hay diferencias en la acumulacién entre células control y EgZnao.

Por otro lado, a pesar de que el aumento del 80% en las células EgZnsg en 200 uM Cd?*

se mantiene, a concentraciones mayores (300- 500 uM Cd*") seria necesario realizar
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mas repeticiones para observar si el aumento que se observa es estadisticamente

significativo.
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Figura 9. Capacidad de acumulacion de Cd?*" adistintas concentraciones durante 8 dias, en las
células EgZn,y EgZngge. £SD N =4

6.2.3. Efecto del Cadmio en el estatus ionémico de la célula

Por otro lado se hizo un andlisis iondbmico de las células control y pre-
acondicionadas a 400 puM Zn?*, para observar como se habia modificado la
concentracion intracelular de Cu, Co, Mn, Fe y Mg debido al aumento en la
concentracion intracelular de Cd?*. Los resultados indican que el Cu y el Fe (Fig. 10A y
10B) aumentan de 3 a 5 veces tanto en las células EgZny, y EgZnso expuestas a 200
uM Cd?* con respecto a su condicién sin Cd®**. Sin embargo son necesarias mas
cuantificaciones para determinar si este aumento es menor en las células EgZngoo

expuestas a Cd?*, ya que esto le proporcionaria una ventaja debido a que el aumento
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intracelular de estos iones podria estar favoreciendo la reaccién de Fenton y con esto el
estrés oxidante, ya que esta reaccion produce radicales hidroxilo altamente reactivos.
Por otra parte en general la concentracion de Co y Mn (Fig. 10C y 10D) disminuye 30-

50% en EgZn.oy EgZnag cuando son expuestas a Cd?*.

A pesar de esto el dato mas relevante es la disminuciéon de 60% en Mg en las
células EgZn,o expuestas a cadmio con respecto a su condicién sin Cd**, mientras que
se observa que las células EgZngoo recuperan su concentracion intracelular de Mg a los
mismos niveles que las células EgZn,, no expuestas a Cd?*. Estos resultados sugieren
que la recuperacién de la concentracion intracelular de Mg en las células EgZnasoo
expuestas a Cd** pudo haber favorecido la sintesis de FQs en condiciones de exposicién
a Cd?*, ya que como se mencioné anteriormente es necesario el complejo ATP-Mg para

la via de asimilacion de azufre y sintesis de GSH.
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Figura 10. Concentracién intracelular de Cu(A), Fe(B), Co(C), Mn(D) y Mg(E) en células control y
EgZnam sin Cd** (barras negras) y expuestas a 200 pM Cd** durante 8 dias(barras naranja).
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6.2.4. Contenido de tioles en EgZnyo Y EQZnaoo

Por ultimo habia que dar una explicacion al fenbmeno de aumento en la

capacidad de acumulacién de Cd?*. Nuestra hipétesis planteaba una posible correlacion

entre la sintesis de FQs y el aumento en la acumulacién de Cd?* mediante un aumento

en la concentracion intracelular de zinc, por lo que en principio se utilizaron extractos

celularesde EgZnag expuesta en 20 pM Zn?** a 200uM de Cd?* durante 8 dias para

revelar por HPLC la presencia de FQs con el uso de estdndares internos (Fig. 11).
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Figura 11. Cromatogramas de determinacion de tioles totales en extractos de EgZnsmp, con
ampliacion en la zona de las FQs, incluyendo la adicion de estandares de FQ,, FQsz y FQu
sucesivamente en el mismo extracto. A) Control; B) Adicion de FQy; C) FQz y D) FQ..

La obtencion de estos cromatogramas nos permitié determinar que la regiéon que

normalmente se considera la zona de las FQs en nuestro grupo de trabajo y que se

cuantifica como FQSrotales, Si corresponde a la presencia de FQ,, FQsz y FQ4. A pesar de
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esto existen metabolitos revelados en esta zona de los cuales se desconoce su
identidad, sin embargo en parte se logré determinar la presencia de hidroximetil-FQ>

(Fig.12), homo-FQ: (Fig. 13) e iso-FQ; (Fig. 14).

0.030
EgZnyy 200 uM Cd2*
20015
0.000-
0.030
Hldrcmmetll -FQ, EgZn,y 200 uM Cd?* + Hidroximetil-FQ;
20015 L
0.000- . "““’““’*—r—ua—-m'“u-_ﬁ_____)'h‘w—ﬁm__ﬁ.___ﬁ_
Minutes

Figura 12. Ampliacién de la zona de las FQs de los cromatogramas de determinacion de tioles de

extractos de EgZn,, expuesta a 200 pM Cd* durante 8 dias. Identificacién de hidroximetil-FQ, con
el uso de un estandar interno.

0.003! K} EgZn;q200 uM Ca*
=
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Figura 13. Ampliacién de la zona de las FQs de los cromatogramas de determinacion de tioles de

extractos de EgZn,, expuesta a 200 uM Cd* durante 8 dias. Identificacion de homo-FQ, con el uso
de un estandar interno.
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Figura 14. Ampliacién de la zona de las FQs de los cromatogramas de determinacion de tioles de
extractos de EgZn,, expuesta a 200 uM Cd?" durante 8 dias. Identificacion de iso-FQ, con el uso de
un estandar interno.

Por otra parte se hizo la cuantificacion de sintesis de tioles para poder
correlacionar el incremento en la capacidad de acumulacién de Cd?* de las células
EgZnsoo con respecto al control, por lo que se realizé un curso temporal de sintesis de
Cys, y-EC, GSH y FQsStoaes (Fig. 15) con la finalidad de observar si el pre-
acondicionamiento con Zn** realmente habia tenido una repercusién en las vias que
involucran la sintesis de FQs. Se observo que al menos en cuanto a la sintesis de Cys,
v-EC y GSH no hay diferencias a lo largo de 8 dias entre EgZno y EgZns0. Con respecto
a la sintesis de FQstotales, €N EgZNnso0 se observa que a partir de las 48 horas hay un
aumento en la sintesis de estos polimeros que concuerda con el aumento en el curso
temporal de acumulacion al 2° dia donde las células EgZngoo lograron acumular casi el

doble que las células control.
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Figura 14. Sintesis de Cys, y-EC, GSH y FQs durante 8 dias en células control EgZn,y y EgZsqo
expuestas a 200uM Cd*" en 20 uM Zn**,

Ademas como un andlisis mas detallado se hizo un curso temporal de sintesis de
FQ. FQsy FQ4 en EgZnyy Yy EgZnag durante 8 dias (Fig.15). Los resultados indican que
cuando las células no son expuestas a Cd*" sus niveles de FQs son bajos, excepto por
la sintesis de FQ3 que incrementa entre 6-48 horas en ambas células, sin embargo esto
puede atribuirse a otras funciones celulares. Por otro lado, cuando ambas células fueron
expuestas a 200 pM Cd*" las concentraciones de FQ., FQs y FQ, aumentan, a pesar de
esto el patrén es distinto en ambas células ya que las células EgZn,, después de 12

horas tienen su maxima capacidad de sintesis de los 3 polimeros, y que ademas ya no
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sufren grandes cambios a través del tiempo. Mientras tanto en las células EgZnaoo

desde las 3 horas aumentan los niveles de FQ, hasta 12 veces con respecto a EgZny €

incluso generando un efecto cruzado ya que cuando las concentraciones de FQ;

disminuyen las de FQs; aumentan, dando la impresion de una mejor eficiencia para

sintetizar estas FQs canonicas.
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Figura 15. Curso temporal de sintesis de FQ;, FQszy FQ, duante 8 dias. (A) EgZny Yy (B) EgZnag sin
Cd*"; (C) EgZn, y (D) EgZnag expuestas a 200 uM Cd*".

No obstante, era necesario determinar si ésta sintesis era suficiente para

inactivar a todo el Cd** que habia sido acumulado por ambas células. En el Cuadro 11,
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se muestra las concentraciones de FQs que fueron sintetizadas por EgZnyo Yy EgZnago
después de 8 dias de ser expuestas a 200 uM Cd**. En la primera columna se observa
el aumento al doble en la sintesis de FQStoaes €N las células EgZngge con respecto a
EgZn,o, en cuanto a la sintesis de FQ, es clara una disminucion de 3 veces, mientras
que la FQs no presenta cambios, sin embargo para la FQs aumenta 2 veces su
concentracion, por lo que el aumento al doble en la sumatoria de FQs candnicas (FQ>,
FQs y FQ4) es consistente con el aumento en FQStoaes. Sin embargo es importante
sefialar que como se mencioné anteriormente (Seccion 7.1.5) la sintesis de FQs
canonicas sigue representando solo el 10-15% de las FQstotaes Sintetizadas, por lo que
seria importante determinar la composicion, sintesis y contribucion de otros polimeros de
GSH no candnicos en E. gracilis.

Por otro lado, las dos ultimas columnas del Cuadro 11 muestran un calculo de
la concentracion de FQStoaes Y la concentracion de tioleStoaes (Cys, y-EC, GSH y
FQstotales) €ntre la concentracion de Cd acumulado por cada una de las células, donde
se esperaba obtener un valor de 4, debido a que el ion Cd** es capaz de formar 4
enlaces coordinados por lo que tendria que estar unido a 4 grupos tiol para estar
completamente inactivado. A pesar de esto, los calculos muestran que ni considerando
la concentracidn de tiolestqaes €S posible alcanzar este valor, por lo que se concluye que
aunque la sintesis de FQs aumenta mediante un pre-acondicionamiento a Zn?*, esta no
es suficiente para inactivar a todo el Cd** que es acumulado por E. gracilis cuando es
expuesta a 200 uM Cd**, por lo que seria importante determinar la contribucién de otros

mecanismos como la sintesis de sulfuro (S%), de moléculas carboxilicas (malato, citrato,
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oxalato, succinato) y los polifosfatos que también pueden ser utilizados como

metabolitos quelantes en la célula.

Cuadro 11. Sintesis de PCs en EgZno Yy EgZn.oo expuestas a 200 uM Cd?* durante 8
dias, y su participacién en la inactivacion del Cd?*. Los valores estan reportados
en unidades de nmol/10’ células.

. FQs FQSTotales tiolesStotales
Células e FQ: | FQs FQs4 | FQ24 /Cd? /cd*
Eanzo

®) 3846 | 120.4 | 3+1 |2+0.3 | 5+1 0.13 0.85
Egé?“” 70420 | 0.3+0.1 | 4+1 | 4+1 | 9+1 0.15 0.6
7. DISCUSION

Distintos grupos de trabajo se han enfocado en la generacion de organismos
hiperacumuladores de Cd** y otros metales pesados con el objeto de implementar a la
biorremediacibn como un método mas eficiente, limpio y barato para remover o
recuperar los metales pesados del medio circundante. La estratagia que se ha utilizado
en plantas para generar fenotipos hiperacumuladores es la modificacion genética de
enzimas clave de vias metabdlicas relacionadas con los mecanismos de acumulacion de
metales (Macek et al., 2007; Jiangbo et al., 2008; Fulekar et al., 2009). Por ejemplo, en
las plantas A. thaliana (Lee et al., 2003a; Lee et al., 2003b; Li et al., 2004; Jiangbo et al.,
2008), Brassica juncea (Liang et al., 1999a; Liang et al., 1999b; Ksenija y Schuyler,

2007) y Nicotiana tabacum (Pomponi et al., 2006; Wojas et al., 2008) se han sobre-
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expresado las enzimas y-ECS, GS y FQS con el objetivo de aumentar la acumulacion de
Cd* y As, lo cual ha dado como resultado fenotipos contrastantes. En este sentido,
algunos autores sugieren (Jiangbo et al., 2008; Wojas et al., 2008) que el éxito de estos
procedimientos depende de que se preserve la homeostasis entre el GSH y las FQs
para mantener el balance en el estado antioxidante de la planta.

Seria atractivo utilizar la estrategia de ingenieria genética en otros organismos
con mecanismos de quelacion de metales similares a los de las plantas, con mayores
velocidades de crecimiento, de produccién de biomasa y diferentes capacidades de
utilizacion de fuentes de carbono; sin embargo, no en todos los casos es posible.

Tal es el caso de E. gracilis, el cual es un modelo con potencial para ser aplicado
en la biorremediacién de aguas contaminadas con metales pesados pero que no ha
podido ser modificada genéticamente porque hasta el momento no existen vectores de
sobre-expresion para este organismo, lo que en parte también es debido a que su
genoma no ha sido secuenciado. Por esta razon se ha optado por utilizar estrategias de
presion de seleccién metabdlica para incrementar su capacidad de acumulacién de Cd?*.

Durante el Servicio Social se trabajé con las células de E. gracilis cultivadas en
deficiencia de SO4* (Seccién 2.5.1), las cuales se consideraron atractivas para evaluar
un posible aumento en la acumulacién de Cd?* principalmente por su alta capacidad
para sintetizar Cys. Esta caracteristica metabdlica estaba soportada por aumento de 4.5
veces en la actividad de los transportadores de sulfato y de la y-ECS con respecto a las
células control. EI aumento de la actividad de la y-ECS llam6 poderésamente nuestra

atencién puesto que Liang-Zhu et al., en 1999b reporté que la sobre-expresién del gen
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de la y-ECS de Escherichia coli en la planta de la mostaza (B. juncea) generé un
incremento en la acumulacién de Cd?* de 40-90%, lo cual correlacioné con un aumento
en la sintesis de y-EC, GSH, FQ,, FQs y FQs en 1.6, 25, 1.3, 1 y 2 veces,
respectivamente, con respecto a las plantas no transformadas.

Sin embargo, las células de E. gracilis deficientes de sulfato no acumularon mas
Cd?*. Para tratar de entender este fendmeno se consider6 que el fenotipo de alta
actividad de los transportadores de sulfato y la y-ECS pudo haber revertido, ya que la
exposicién a Cd?* se hizo en presencia de 2 mM SO.? (condicién de cultivo para que la
célula tuviera suficiente sustrato para resistir la exposiciéon a Cd®"). Otra razén pudo
haber sido una deplecion de las pozas de ATP debido al alto transporte de sulfato y
actividad de y-ECS, lo cual ademés pudo haber limitado de energia otros procesos
celulares. El aumento de la y-ECS también pudo haber tenido implicaciones negativas
sobre el balance antioxidante, fendmeno que ya ha sido descrito en el cloroplasto de la
planta de tabaco (N. tabacum) donde la sobre-expresion del gen de la y-ECS incrementa
3 veces los niveles de GSH (Creissen et al., 1999) generando un desbalance entre
glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG). A pesar de esto, otros estudios con arboles
del género Populus revelan que la sobre-expresion de lay-ECS, y no la GS, puede
incrementar los niveles de GSH sin afectar el estado redox de este metabolito
(Noctor et al., 1998; Herschbach et al., 1998).

Debido a los resultados obtenidos en el Servicio Social, en la presente tesis se
plane6 una estrategia para aumentar la actividad de la FQS (enzima consumidora de

GSH).
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Tomando en cuenta que la sintesis de FQs es necesaria para generar una
resistencia a Cd?* (Howden et al., 1995), es natural pensar que la sobre-expresion de su
sintesis podria ademas incrementar la acumulacién de Cd*. Por ejemplo la planta de
tabaco N. tabacum (Pomponi et al., 2006; Wojas et al., 2008), la bacteria simbionte de
plantas Mesorhizobium sp (Sriprang et al., 2003) y la planta de mostaza B. juncea
(Knesija y Shuyler, 2007) indican que la sobre-expresion genética de la FQS de A.
thaliana (AtFQS1) incrementa la tolerancia y/o la acumulacién de Cd*".

Al no poder manipular genéticamente a E. gracilis, se buscé favorecer la actividad
enzimatica de la FQS mediante un aumento del Zn?" intracelular, principalmente debido
a: 1) que la FQS recombinante de E. gracilis (EgFQS) muestra su maxima actividad en
presencia de éste metal (Garcia-Garcia et al., 2014); y 2) porque la susceptibilidad de E.
gracilis a Cd* depende de la concentraciéon de Zn?** en el medio de cultivo
(Garcia-Garcia et al., 2012). Aunado a esto, existen antecedentes en otros organismos
como el alga marina Dunaliella tertiolecta, que indican que su pre-tratamiento con
200 pM Zn** durante al menos 12 horas induce un aumento de hasta 140 veces en la
sintesis de FQs (FQ, FQz y FQ,) con respecto a las células control (Hirata et al., 2001).
En un estudio posterior se determiné que el pre-tratamiento con Zn** en D. tertiolecta le
confiri6 una mayor resistencia a Hg?*, As?*, Cu?*, Pb®*, Cd*" e incluso a peréxido de
hidrégeno respecto a células que no recibieron tratamiento con Zn?* (Tsuiji et al., 2002).

Los resultados del presente trabajo muestran que el pre-acondicionamiento con
Zn?* incrementa la concentracién intracelular de éste metal hasta un limite cercano a los

300 nmol/10”cél (Cuadro 5), lo cual sugiere un mecanismo de homeostasis que protege
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a la célula de acumular mas Zn?* del que puede soportar. Existen transportadores muy
comunes en plantas que se asocian con la regulacion de la acumulacion de metales
tanto esenciales como no-esenciales, tal es el caso del transportador tipo ATP-asa
HMA4 (Heavy Metal ATPase por sus siglas en inglés) que puede transportar Zn, Cu o
Fe, y que incrementan su expresion o la reprime en organismos con alta tolerancia y
acumulacién de metales pesados para que la célula no sufra dafios. Por ejemplo se ha
visto que la planta indicadora de zonas contaminadas, Populus spp. es capaz de
mantener la concentracion intracelular de Zn?* hasta cierto nivel por un mecanismo de
homeostasis regulado por la expresibon de genes de transporte HMA4
(Adams et al., 2011). En E. gracilis no se han descrito este tipo de transportadores pero
no se descarta su existencia para regular los niveles de metales en la célula.

Sin embargo, el aumento de Zn** también modificé la concentracion intracelular
de otros iones. La disminucién de Mg (Cuadro 6) es importante ya que se ha reportado
gue la deficiencia de este cation en E. gracilis puede disminuir la tasa de crecimiento,
clorofila, paramilo, mitocondrias e incluso modificar la morfologia y la composicion de los
carbohidratos de su biopelicula peripldsmica; no obstante, la principal importancia del
Mg radica en que es necesario para la catalisis de todas las enzimas que requieren de
ATP (Scholten-Beck, 1996).

Con respecto a la baja acumulacién de Cd** cuando el experimento se llevé a
cabo en presencia de altas concentraciones de Zn* ( > 300 uM Zn*", Cuadros 9y 10),
una posible explicacién es que el Cd** y el Zn** al ser dos iones muy similares podrian

competir por la entrada a la célula. Si bien esto no se ha demostrado a nivel de
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membrana plasmatica, si se sabe que los transportadores de cloroplasto (asi como en
plantas y levaduras) toman a ambos cationes divalentes (Williams et al., 2000;
Brzoska et al., 2007, Mendoza-Cadzatl et al., 2002).

Sin embargo, fue posible demostrar que el pre-acondicionamiento de E. gracilis
con 400 pM Zn*" aumenta 80% la capacidad de acumulacién de Cd** cuando las células
son expuestas a 200 pM Cd*". Estos niveles de acumulacién son mayores a los
observados en plantas como Potentilla griffithii (Rong-Liang et al., 2011) y Gyanura
pseudochina (Panitlertumpai et al., 2013) en donde se le atribuye al Zn?** un aumento de
la acumulacion de Cd?* del 50% respecto a las plantas control.

Por otro lado, la cuantificacién de Cys, y-EC, GSH y FQs (Cuadro 8) en E. gracilis
pre-acondicionada con Zn*" muestra que el Zn** por si mismo no induce la sintesis de
FQs en la célula como sucede in vitro con la FQS recombinante. Anteriormente ya se
habia reportado que una exposicién aguda de E. gracilis a 50 y 300 uM Zn?* no induce la
sintesis de FQs, lo cual correlaciona con que sélo el 15% de este metal esencial se
compartimente en los cloroplastos; contrario al caso del Cd**, el cual es un buen inductor
de la sintesis de FQs y se compartimenta en los cloroplastos hasta en un 65%
(Mendoza-Cézatl et al., 2005; Mendoza-Coézatl et al., 2004).

En el alga marina Dunalliela tertiolecta el Zn** aumenta en un 80% la biosintesis
de FQs (Hirata et al., 2001) y los autores proponen que es debido a que la FQS de
D. tertiolecta es mas activa en presencia de bis-gluationato de Zn** que con bis-
glutationato de Cd?*; sin embargo, ese grupo de trabajo ain no ha caracterizado la FQS

recombinante de D. tertiolecta.
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No obstante, E. gracilis pre-acondicionada a Zn** y expuesta a Cd*" si sintetiz6
mas FQs que las células control. Una explicacion a estos resultados puede atribuirse a
que el estrés oxidativo generado por el Cd** es otro componente necesario para la
sintesis de FQs. Para comprobar esta hipétesis, seria importante cuantificar las
especies reactivas de oxigeno en las células EgZnsg expuestas a 200 uM Cd** asi como
la actividad de la FQS.

Por otro lado, en E. gracilis el Zn** y el Cd** también podrian estar regulando la
expresion de metalotioneinas; lo cual, si bien no ha sido demostrado tampoco se puede
descartar debido a los antecedentes que existen en la literatura para otros modelos
biol6gicos. Las metalotioneinas son proteinas de bajo peso molecular (>10KDa), con un
alto contenido de Cys en su estructura y que son inducidas por los metales pesados con
el fin de quelar a los metales y proteger a la célula (Kang, 1999). Por ejemplo, en un
modelo de rata se observd que la hepatoxicidad inducida por el Cd** puede ser
prevenida mediante la administracién de 30-60 mg/L de Zn*" durante varios meses
debido al aumento en la concentracion de MTs de la clase | (Rogalska et al., 2011). Sin
embargo, ademas de la induccién de MT-I, el pre-acondicionamiento a Zn®** generé una
proteccién debido a que disminuyé la acumulacién de Cd** en higado. Caso contrario
ocurre cuando el Zn** y Cd?* se administran de forma simultanea a la rata, ya que bajo
éste tratamiento se ha reportado un incremento de la acumulacién de Cd?* tanto en
higado como en rifién (Heni et al., 2008). Por otro lado, la induccién de MTs debida al

Zn*" también disminuye el estrés oxidativo generado por radicales libres de oxigeno en
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corazon de ratas, lo cual se ha demostrado en modelos de diabetes tipo 1 (Wang et al.,
2006).

No se descarta la posibilidad de que el Zn?* pudiera estar desencadenando otro
tipo de respuestas metabdlicas en E. gracilis expuesta a Cd** que soporten el aumento
en la capacidad de acumulacién a Cd**; lo cual se puede vislumbrar debido a el Zn** es
el segundo micronutriente mas importante para la célula (detras del Fe)
(Sigel et al., 2006). Una de las principales funciones del Zn** es estabilizar estructuras
terciarias como es el caso de los dedos de Zn?*, las cuales son proteinas que pueden
unirse a regiones promotoras del DNA de células eucariontes controlando asi la
expresion de ciertos genes, por lo tanto, este metal esencial tiene una gran influencia en
la transcripcion y en la sintesis de proteinas (Rodriguez-Castillo et al., 2005).

En la Figura 17 se presenta un esquema que se construyé para visualizar los
efectos que el Zn** pudo haber desencadenado en E. gracilis para contribuir al aumento
en la capacidad de acumulacién de Cd?".

En principio habria que mencionar los efectos benéficos del Zn** en el sistema
antioxidante de la célula. En el caso de la planta de trigo Triticum aestivum, su
aclimatizacion con 15 uM Zn** durante 6 dias incrementa la actividad de distintas
enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) en 1.4y
1.5 veces mas respecto a las plantas que no fueron pre-tratadas con Zn?*, repercutiendo
en una mayor resistencia ante una exposicién a Cd?* (Dan-Dan y Mei-Zhou, 2012). Esto

ademas se atribuyd a un aumento en la tasa de expulsién y una disminucion en la tasa

64


http://www.novapdf.com/

de transporte de Cd?*, lo que eventualmente resulté en una disminucién del 30% en la

acumulacién de Cd** en esta planta.

&soo A co

Bcar @20

Figura 17. Mecanismos por los cuales el Zn“" protege o aumenta la acumulacion de Cd“": (A)
Aumento en la expresion genética de proteinas involucradas contra el estrés oxidativo, el
transporte, quelacion y compartamentalizacién de metales pesados; (B) Sintesis de enzimas y
péptidos antioxidantes; (C) Aumento de transportadores iénicos; y (D) Estimulacion de la sintesis
de metabolitos quelantes (FQs).

En este sentido, la sintesis de GSH es una de las principales defensas ante el
estrés oxidativo en la célula, y su biosintesis también esta influenciada por el Zn*. Al
GSH se le atribuyen distintas funciones fisioldgicas como reservorio de sulfuro, regulador

de la expresion genética, sustrato de la enzima glutatiéon S-transferasa (que une al GSH
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con xenobidticos) y, como ya se habia mencionado anteriormente, como precursor de la
sintesis de FQs (Noctor et al., 1998). Los niveles de GSH en el higado de la trucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss incrementan en un 45-60% al ser expuesta durante 14
dias a 2 0 15 mM de Zn?' respectivamente, a pesar de que no hay un aumento
significativo en la acumulacion de este metal. Sin embargo, una exposicién mixta con 15
0 100 uM Cd?** aumenta la acumulacién de Cd** en un 50% en comparacién de cuando
el Cd* es afiadido individualmente (Lange et al., 2002). Otro ejemplo es el alga Chara
australis (Clabeaux et al., 2013), su pre-exposicién a 20 uM Zn?* durante 160 dias
incrementa los niveles de GSH 2.7 veces mas con respecto a las algas no expuestas,
mientras que de igual forma su exposicién a Zn** y Cd*" simultaineamente incrementa la
acumulacién de Cd?* con respecto a exposiciones individuales.

Como ya se habia mencionado anteriormente, el Zn* también puede regular la
expresion de transportadores celulares que regulan la homeostasis de metales en la
célula. En éste sentido, un estudio realizado en Bangladesh revel que el alto contenido
de Cd** en el arroz y la deficiencia de Zn**y Fe?* favorecen la acumulacién de Cd** en
mujeres embarazadas (Kippler et al., 2007), lo cual se atribuye al papel del Zn** en la
regulacion genética de los transportadores celulares de Fe?* (DMT1 y FNP1).
Yamaji et al. (en 2001), determiné que el Zn?** es capaz de incrementar los niveles de
RNA-m y de proteina de los transportadores DMT1 en células Caco-2; a lo cual habria
gue afadir que se ha reportado que los transportadores DMT1 también pueden
transportar Cd®* (Fujishiro et al., 2012). Estos antecedentes de la literatura sugieren

fuertemente el estudio de transportadores de cationes escenciales tipo DMT1 en E.
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gracilis para complementar el estudio del fendbmeno del aumento de la acumulacion de
Cd?* debida a una exposicién crénica con Zn*".

Finalmente, en este estudio se demuestra que el pre-acondicionamiento con Zn*
desencadend una mayor capacidad de acumulacién de Cd** (80%) respecto a lo que se
habia logrado en trabajos anteriores usando pre-acondicionamientos con 1.5uM Hg
(Devars y Moreno-Sanchez, 1998 y Avilés et al., 2003). En éstos antecedentes en
donde se uso el pre-acondicionamiento con Hg?* el aumento en la acumulacién de Cd**
fue menor al 50% cuando las células se expusieron a 100 y 500 uM Cd** por 5-6 dias
(Cuadro. 12). Ademas, los niveles de Cd** alcanzados después del
preacondicionamiento con Zn** (13.4 mg Cd**/gpeso seco) rebasa los 10.6 mg Cd**/gpeso
seco que acumula Thlaspi caurulescens en raices expuestas a 300 pM Cd*
(Nedelkoska y Doran, 2000). Por lo tanto, los resultados de la presente tesis sugieren
que el pre-acondicionamiento con Zn** en E. gracilis puede ser una estrategia mas
eficiente y amigable con el medio para generar cepas con mayor capacidad para

acumular Cd** mediante presién de seleccion nutricional.

Cuadro 12. Comparaciéon de la capacidad de acumulacién de Cd?* en pre-
acondicionamientos de E. gracilis.

Aumento en .,
- . . o Acumulaciéon
E. gracilis Pre-acondicionamiento acumulacién 2%
(%) (mg Cd /gdw)
Fotosintética 35 3.5
Heterotrofica Hg* 40 9.2
Fotosintética Zn** 78 13.4

* Devars et al., 1998; Avilés et al, 2003.
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8. CONCLUSIONES

El pre-acondicionamiento de E. gracilis con Zn?*" incrementa su concentracion

intracelular pero modifica principalmente la de Mg**.

El aumento intracelular de Zn?* en E. gracilis (> 250 nmol/10’células) no afecta la

respiracion pero si la fotosintesis.

El pre-acondicionamiento de E. gracilis con Zn?* generé un aumento en su
capacidad de acumulacién de Cd?*, lo cual esta correlacionado con un aumento

en la sintesis de FQStotales.

Las FQs candnicas Unicamente representan el 15% de las FQStotaes quUE S€
sintetizan ante una exposicién a Cd®*, y dentro del 85% restante se encuentran la

hidroximetil-FQ,, la homo-FQ: e iso-FQ-.

La cantidad biosintetizada de FQs en E. gracilis expuesta a Cd** no es suficiente
para inactivar completamente al Cd** acumulado; por lo tanto, la contribucién de
otras moléculas intracelulares quelantes de metales pesados (acidos

dicarboxilocos y poli-fosfatos) debe ser caracterizada.
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9. PERSPECTIVAS

- Medir la actividad de la y-ECS y FQS en extractos de EgZnag, para determinar si el
pre-acondicionamiento a Zn** tuvo un efecto en las enzimas méas importantes para el

flujo de la via de sintesis de FQs.

- Evaluar semi-cuantitativamente la compartimentacién de Cd** en cloroplastos y

mitocondrias de EgZnyoo por microscopia de tipo HAADF-STEM y STEM-EDX.

- Realizar un anélisis transcripcional del pre-acondicionamiento a Zn?** mediante EST’s
de E. gracilis alineados con genes relacionados con la via de asimilacion de azufre,
sintesis de GSH y el metabolismo de las FQs en células EgZnso Yy EgZny con o sin

Cd?".

- Determinar el mecanismo de sintesis y el metabolismo de los polimeros de GSH no

canonicos en E. gracilis.
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