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RESUMEN

Euglena gracilis tiene la capacidad de crecer en presencia de metales
pesados como el cadmio (Cd). Estudios a nivel bioquimico muestran que al igual que
en las plantas y las levaduras, en E. gracilis el glutation y las fitoquelatinas juegan
un pape! importante en la inactivacion de este metal dentro de la célula. En

organlsmos como levadura. y Caenorhabditis elegans, se observa que en la

respuesta a'_ Cd podrian estar ‘involucrados  distintos genes "y metabohtos

reIamonados 'con el estrés oxndatlvo dafio a proteinas y DNA entre otros “Sin

rgo, en: el;caso de E. graC///s no existen estudios de biologia molecular de Ia
respuesta?‘a Cd, por lo que en este trabajo el objetivo fue buscar genes que se
expresaran en la fase temprana de exposicion a este metal. Para ello, primero fue
necesarlo ‘establecer y caracterizar las condiciones del sistema de estudio. Tras
ex;5¢ner a E. gracilis por 3, 6 y 9 horas a Cd, se determind el contenido intracelular
delimetal asi como el contenido de glutatién y fitoquelatinas como indicadores de la
respUesta bioquimica de las células al Cd. Se encontr6 que hay acumulaciéon de Cd
desde las 3 h, que los niveles de glutation se modifican por el tratamiento
Unicamente a las 9 h y que la sintesis de fitoquelatinas se observa desde las 6 h de
exposicion a este metal, Con base en estos resultados, se decidié utilizar E. gracilis
tratadas con Cd por 3, 6 y 9 h para realizar este estudio.

Empleando la técnica de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) se
analizé la expresidn genética diferencial de E. gracilis expuestas y no expuestas a
Cd. Mediante este método se lograron identificar tres fragmentos de cDNA con
mayor expresion en células tratadas con Cd. La secuencia de los cDNAs
identificados muestran similitud con las proteinas HSP70, triosa fosfato isomerasa
(TPI) y una proteina que se une a poli-A. Sodlo fue posible corroborar la mayor
expresion de la TPI en células expuestas a Cd por 6 y 9 h.
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ABSTRACT

Euglena gracilis is able to growrin' 'polluted water containing heavy metals such
as cadmium. Biochemical studtes have demonstrated that the metabolites cystelne
glutathione and phytochelatlns pIay an rmportant role in cadmium detoxrflcatron of
' plants algae, animals and yeast. However ln

several organisms such as E graC///,:'
yeast and Caenorhabd/t/s elegan protems and genes associated to oxrdatlve stress ;

( nes expressed in E. gracilis

.“In:order. to do thls it was first necessary to
, :; d ‘accumulation was determined

compared th genetlc expression patterns between E. gracilis cells exposed and not

exposed to,Cd.,Wlth this approach we were able to identify three cDNA fragments
with increasedif’expresSion in Cd exposed cells. Sequence analysis showed that
these cDNAs are en‘coding a HSP70, a triosephosphate isomerase (TPI) and a PolyA
Binding Protem It was only possible to corroborate the differential expression pattern
of the putatrve TPI gene after 6 and 9 h of Cd treatment.
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INTRODUCCION

Algunos metales pesados como Cu, Fe, Mg, Mn Zn son |nd|spensables para
el funcionamiento celular, otros, como el As, Hg, Cd; Pb son toxucos aun a bajas
concentraciones. El Cd, en particular, es un metal pesad}osm;ac,tmdad: blo!oglca.

contaminante del ambiente, que proviene principalmente fde “,|nﬂc_it.!§tr'ié'minera,JdeI

acero y galvanizadora (Galvao y Corey, 1987).

El protista Eug/ena gracilis crece de forma natural en gz amir
metales pesados lo que lo hace un buen modelo para el estudlo de Ios mecanismos
de reS|stenc|a a este tipo de contaminantes.

E. grac;l/s puede captar Cd y compartamentalizarlo- en: cloroplasto (Mendoza-
Cozatl et a/ 2002) y mitocondrias (Avilés et al., 2003) utlllzando probablemente los
S|stemas de transporte de metales esenciales como eI Zn ‘A ""lgual que en plantas y
Ievaduras en E gracms el mecanismo de respuesta a Cd mejor caracterizado es el
mcremento de la cantldad de cisteina, glutation y fltoquelatlnas cuyo fin es inactivar

al metal (C PP |‘|0ttl 1989). En E. gracilis heterétrofa se ha observado ademas, el

mcremento intesis de acidos: orgamcos como citrato y malato que tienen alta

asi la cantidad sintetizada de estos metabolitos

aflnldj’a,d O |
ce: ra quelar todo el Cd captado. Incluso, una comparacion

en Ia _sintesus de fltoquelétlnas de diversas algas y de E. gracilis en la fase
Iogarltmlca e reélmlento mostré que E. gracilis sintetiza la menor cantidad de
fltoquelatlnas ‘(Géke‘iler et al., 1988). A pesar de ello, las células son capaces de
sobrewvnr

Por otra parte, en otros organismos se ha detectado que la exposicién a Cd
provoca,que se expresen genes y proteinas distintos a los de la via de asimilacién
de azufre y que estan relacionados con estrés oxidativo, reparacién y degradacion
de proteinas y reparacion de DNA.

Lo anterior, sugiere que en E. gracilis podrian existir mecanismos adicionales
a ldsvr relacionados con la via de asimilacion de azufre para contender contra el Cd y
sus“'erf'ectd‘s. Adicionalmente, se propone que el tipo de respuesta podria depender

del tiempo de exposicion y de la cantidad de Cd captada.

e "‘.{a'. r‘:r‘rl 3
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En este trabajo mteresa conocer genes que se expresen en respuesta-a Cd
en unafase temprana de exposm 'nqal metal analizando tiempos en los que los

efectos toxucos aun no son ewdentes pero en los que ya se encuentra Cd dentro de
las celulas Yy ella sté’ moleculas para contender con este mental toxico. =

Por la naturaleza de los experlmentos no se descarta la participacion de la via de

asimilacién de azufre, pero se abre la posibilidad de encontrar otros mecanismos de

respuesta.

ANTECEDENTES

Cadmio

Por definicion, los metales pesados son aquellos que tiene una densidad mayor
a 5 g/mL. En 1980, Nieboer y Richardson los clasificaron de acuerdo a su reactividad
con oxigeno, nitrogeno y azufre como: B

% Ciase A: los que reaccionan mas con el oxigeno (O>N>S)

> Clase B: los que reaccionan mas con el azufre (S>0O>N)

»> Clase C: los que tienen afinidad intermedia

A los metales pesados se les ha prestado mayor atenciéon en los Gltimos afios
ya que la concentracién de algunos de ellos en el ambiente ha aumentado por las
actividades industriales y mineras (Rai et al., 1981). Un ejemplo de esto es que
Nriagu y Pacyna reportaron que en 1988 la contaminacion mundial anual por
metales pesados fue mayor a la contaminacion combinada por desechos radiactivos
y orgénicds.

La"“toxicidad de los metales pesados se relaciona con su capacidad para
interaccibnér ‘con grupos sulfhidrilo de proteinas, asi como por su capacidad de
generar radlcales libres y por tener actividad ionoforética (Vallee y Ulmer, 1972,

Dxaz-Barrlg ,
EI C 'es‘_un metal pesado cuya concentracion en la corteza terrestre es de

aproxmgdamgnwe 0.18 ppm (Trevors et al., 1986). La contaminacion ambiental por

este "rﬁéta] se origina principalmente por la actividad minera e industrial. Las

industrias,due contribuyen mayormente a la contaminacién por Cd son las de

e SOy B 4
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baterias .y acumuladores -cables eléctricos, celdas fotoeléctricas, procesamiento de
metales (aleacuones con Cd) colorantes fertilizantes fosfatados y pestlmdas (Galvao ‘
y Corey, 1987)/' o :

€ o,para Ios organismos y no tiene actwudad b|o|og|ca '
in ',|c>rnadvo por Cd incluye la desnaturalizacion de protelnas
peromdacno ;d, :_Iipldos ruptura de cadenas de DNA dafio en membranas celulares.

Algunos mecams' o" medlante los cuales el Cd podria estar ocasionando estos

danos son por umon a grupos tiol y carboxilo de proteinas y blomoleculas

"generamén de especues reactivas de oxigeno y por tanto estrés oxidativo, mteraccnon

‘con” monoméros ,dé fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina (Valle y Ulmer, 1972),
e’ puede ocupar el sitio del Zn en metaloenzimas dlsmlnuyendo su

' ademas "de
d c ica'o inactivandolas totalmente (Strasdeit, 2001).

, : Ié Agencia Internacional de Investigacion en Cancer clasificé al: Cd
como carcmogeno en humanos (Souza el al, 1996) en quienes una exposicion
crénica ocasiona la acumulacion de este metal principalmente en higado y rifiones
‘(aprommadamente el 560% del Cd absorbido se encuentra en estos drganos), siendo
este Gltimo uno de ‘los érganos mas afectados. Las intoxicaciones agudas se
caracterizan . principalmente por trastornos respiratorios. La deficiencia de metales
esenciales como Zn o Fe, facilitan la absorcion de Cd en el intestino (Galvao y Corey,

1987).

Mecanismos de resistencia a Cd

Dada la toxicidad que tienen algunos metales pesados, los organismos han
desarrollado mecanismos que les permiten contender contra ellos. Entre estos
mecanismos se  encuentran: transporte reducido, expulsion  activa,
compartamentalizacion, unién a compuestos celulares, biotransformacion y
atrapamiento. .extracelular (Moreno-Sanchez et al, 1999) (Fig. 1). En el caso
particular del Cd, los mecanismos mejor conocidos son la expulsion activa, unién a
compuestos. celulares y compartamentalizacion. Estos mecanismos pueden
encontrarse distribuidos en distintas especies como se vera a continuacion,

'T'T“:’f'f q
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I!E

Me®

Biotransformacion |-
Expulsion activa

© Union a compuestos celutares -
Me**

Transporte reducido

M eb

/ Me?* Me?* Me®*
Me? . __» Unién a la cubierta celular externa

Atrapamiento extracelular

Figura 1. Mecanismos celulares de resistencia a metales pesados.
Modificado de Cervantes y Moreno-Sanchez, 1999.

a) Expulsion activa

Algunos de los mecanismos de expulsion activa mejor estudiados son los que
se encuentran en bacterias, especificamente los determinados por los operones
cadA en bacterias gram positivas y el operén czc en bacterias gram negativas (Nies
y Silver, 1995). '

El operon cadA esta formado por los genes cadA y cadC donde cadA codifica
una ATPasa tlpo P mdu0|ble por exceso de Zn y Cd y cadC codifica una proteina
reguladora, La primer ATPasa tipo P reportada en bacterias gram positivas fue del
plésmido*bl258 de Staphylococcus (Novik et al., 1968), aunque ya se ha reportado
su existencia en otras bacterias. El modelo basico de esta ATPasa incluye seis
regiones transmembranales, una de las cuales (Cys-Pro-Cys) podria estar
relacionada con la translocacion del metal. Ademas contiene tres dominios
citoplasmicos, uno de los cuales presenta la secuencia consenso Cys-Xaa-Xaa-Cys
la cual posiblemente es la que se une al Cd. cadC codifica una proteina (DNA-
binding transcriptional regulatory protein) que se une especificamente in vitro al

‘ ’T'Y'l(')‘n r
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operador del operén cad. Los cationes divalentes alteran la union de cadC in vitro y
estimulan la actividad del operon in vivo. (J| y Sllver 1995 Nles y Sllver 1995, Silver
y Phung, 1996; Nies, 1999) 5

El operén Czc~ COdIfIC

"'funcuonan ‘como un antiportador

cation/proton y que dan resnstencna‘i 3 Cd Zn y Co. El operén mejor estudiado es el
de Alcaligenes eutrophus.. Este ope n‘ del 'plasmldo pMOL30 consiste en tres genes

estructurales: czcA, cch y cch Cch es el transportador de la membrana interna,

CzcC el transportador'"” a.m ‘mbrana externa y CzcB uno que atraviesa las dos

membranas. Otro ge squbleryto posteriormente es czcD el cual codifica una

proteina membranél,que.»es ‘un sensor de cationes. También se ha propuesto la

emstencxa de un gene regulador llamado czcR que podrla funcionar como un
actlvador transcnpcmnal Mutaciones en czcABC provocan la. perd|da de reS|stenC|a
al Cd (Jiy Silver, 1995; Silver y Phung, 1996; Nies, 1999).

b) Unidn a compuestos celulares

Una vez que el Cd ha entrado a las células por medio de alguno de los
sistemas de entrada de metales esenciales como Zn, Fe, Mn, puede ser quelado por
moléculas como metalotioninas, fitoquelatinas (FQ) o acidos organicos (Trevors et
al., 1986; Nies, 1999; Clemens, 2001).

Las metalotioninas son proteinas de bajo peso molecular ricas en cisteina
(Cys) que pueden unir Cd y otros metales como Zn, Cu, As. Pueden encontrarse en
plantas, animales, hongos y bacterias y su sintesis se induce a nivel transcripcional
por la presencia de metales pesados (Steffens, 1990; Liao y Freedman, 1998;
Cobbett y Goldsbrough, 2002).

Las metalotioninas estan clasificadas de acuerdo al arreglo de los residuos de
cisteina. Las metalotioninas tipo | contienen 20 residuos de Cys conservados y estan
ampliamente distribuidas en vertebrados. Las metalotioninas clase 1l no tienen un
arreglo estricto de Cys e incluyen a las metalotioninas de plantas, hongos y animales
invertebrados. Algunas veces dentro de esta clasificacion se ha incluido a las FQ
como metalotioninas de tipo I, aunque esto ha generado confusiones, pues a
diferencia de las metalotioninas, las FQ no son producto de la traduccién de un

TS CON ,
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mRNA 'sino de una actmdad enzumatlca (Gr|II et al., 1989, Cobbett y Goldsbrough,
2002). La funcnon de Ias metalotlonlnas no. se. Ilrnlta a proteger a-los organismos
contra Cd tamb|en fse:han“asomado;con la homeosta5|s de metales como el cobre
(Kagl y Schaffer, 1988)” o - -

stituye uno. de los mecanismos mas importantes de
Ia’v‘ia dé asimilacién de azufre, especialmente a la

smteS|s de glutatlr__

en todos Ios orga‘nl

ion (Grill et al., 1989). Tienen la
y pueden encontrarse en plantas,
animales, algas, levaduras yprotlstas( rill et al., 1989; Gekeler et al., 1988: Mutoh y

Hayashi, 1988; Clemens et al.,, 2001). La FS es una enzima constitutiva activada en

forma general (y-Glu Cys)n-GIy don

presencia .de metales pesados como Cu, Hg, Ag, Zn, Ni, siendo el Cd el mejor
activador (Zenk, 1996). En general la FS no se regula transcripcionalmente por Cd,
aunqueﬁeﬁdsten excepciones en plantulas de Triticum aestivum y Arabidopsis
thé/i(ana lo' que sugiere que puede estar regulada de diferente manera o qué Su
regulacnon depende de la etapa de desarrollo de los organismos (Clemens et aI .
1999 Lee y Korban, 2002).

v-ECS FS B
Cys + Glu y-Glu-Cys v-Glu-Cys-Gly . (y-Glu-Cys),-Gly

GS
ATP ADP + Pi ATP A.BP + Pj Cd

Figura 2. Sintesis de GSH y FQ. La sintesis de FQ ocurre en presencia de metales
pesados como Cd.

Dada la reactividad del Cd (y otros metales) con S, N y O, los &cidos
carboxilicos como citrato, malato y oxalato asi como los aminoacidos, son buenos
ligandos. Wagner (1993) propuso al acido citrico como un ligando de Cd a bajas

TSI CON g
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concentraciones del metal También.se ha observado que en E gractl/s heterétrofa
existen incrementos en el contenido de cutrato en mltocondrlas aunque no es uno de

los principales mecanismo de re5|sten0|é\(AV|les etal, 2003)

c) Compartamentalizaciéon

Uno de los mecanismos de comp tallzaC|on mejor estudlados esta

estrechamente ligado a la sintesis .A‘de GS»_‘*

compartamentalizacién se encuentra en las levaduras: Sch/zosaccharom‘ ces: pombe'
y Saccharomyces cerevisiae. v

En S. pombe el Cd lnduce la sfntesus devFQ Ias cuales: puede rformar dos
tipos de complejos, uno de bajo. peso molecular o LMW (3 4 kDa) y otro de alto peso

molecular o HMW (6-9 kDa) 'que contlene sulfuro, el cual proporciona mayor
capacidad de unir Cd y da estabilidad al complejo (Reese y Winge, 1988). Los
complejos de bajo peso molecular son transportados al interior de la vacuola por el
transportador HMT1, miembro de la familia de transportadores ABC (ATP Binding -

"FQ Un claro ‘ejemplo de

Cassette) (Ortiz et al., 1992, 1995). En la vacuola, se adiciona sulfuro y Cd. Ilbre' :

formandose los complejos de alto peso molecular. El Cd adicional parece que
como ion por un antiportador Cd/H+ (Ortiz ef al.,, 1995). Un sistema de t(a :
semejante se ha encontrado en el tonoplasto de raices de avena (Salt y' Ra ISE r
1995) ROl

_EnS. cerevisiae, el Cd también es compartamentalizado en la vacuola. Sin
embargo, en este caso el metal se une a GSH, formando bisglutationato de Cd (Cd-
2GSH) que es transportado por YCF1, otro transportador tipo ABC cuya
transcripcién ademas es incrementada por Cd (Li et al., 1996, 1997).

Estos mecanismos no son exclusivos de levaduras, por ejemplo en la planta
Silene vulgaris el Cd puede compartamentalizarse en vacuola (Chardonnens et al.,
1998), en el alga Chlamydomonas reinhardtii se va al cloroplasto (Nagel et al., 1996)
mientras que en E. gracilis, organismo con vacuolas atipicas, se compartamentaliza
tanto en cloroplasto en células fotoheterdtrofas, como en mitocondrias en células
heterétrofas (Mendoza-Cozatl et al., 2002; Avilés ef al., 2003).

'T\ """ “N
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Otros mecanismos de respuesta a Cadmio. Regulacion transcripcional y
traduccional.

En afos recientes, con ayuda de técnicas de biologia molecular y proteémica
ha sido posible descubrir una gran cantidad de genes y proteinas que responden a
Cd. Estos se han clasificado de acuerdo a las propiedades o funciones que
desempefian las proteinas. En la Tabla 1 se presentan los genes cuya expresion se
ve afectada por exposicion de las células a Cd, mientras que en la Tabla 2 se

presentan los eStu i n los que se observaron cambios en los niveles de proteina,

aunque no S|emprb dgterminé si existian cambios en los RNAs mensajeros. En
genera! en on grup’os de genes y proteinas de la via de asimilacion de azufre
" \ eS|s de GSH y FQ), de respuesta a estrés oxidativo,
d proteinas, dafio a DNA y metabolismo del carbono.

Solo en pocos casos se conocen los mecanismos mediante los cuales el Cd
mddlflca Ia expresion de los genes y proteinas citados. En levadura, el factor de
transcripcién Yap1p juega un papel importante en la regulacion de Ia expresion de la
enzima y-ECS, del transportador YCF1 y de algunas proteinas con propiedades
antioxidantes tales como tiorredoxina reductasa, tioperoxidasa, Cu/Zn superéxido
dismutasa y Mn superoxido dismutasa. lLas levaduras mutantes en Yap1 son
sensibles a Cd y tienen niveles bajos de las proteinas mencionadas (Wu y Moye-
Rowley, 1994; Lee et al., 1999; Vido ef al., 2001).

La.regulacién de la expresion genética de las proteinas de estrés por calor
(HSP) en respuesta a Cd, esta relacionado con un factor de transcripcion llamado
“heat shock factor 1" o HSF1 el cual puede unirse a una secuencia consenso "heat
shock element’ o HSE presente en los promotores de los genes hsp de diversos
organismos. Ademas se ha visto que en células de mamifero, HSF debe ser
regulado por fosforilaciones y unién a otras proteinas. Sin embargo, no queda claro
el papel del Cd en esta respuesta (Lindquist, 1986; Morimoto, 1993; Hung et al.,

1998a, 1998b).

T "m r‘ ~
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Tabla 1. Algunos genes cuya expresion se modifica por exposicion a Cd.

Gen Proteina Organismo Referencia
mtl-1 Metalotioninas C. elegans Liao y Freedman, 1998
Via de asimilacién de azufre
APS3 A. thaliana Harada et al., 2002
ATPS3 ATP sulfurilasa (ATPS) B, juncea Heiss et al., 1999
MET3 S. cerevisiae Fauchon et al., 2002
/':g:g Adfggfgaf; J?ngggam AB. lﬁaliana Hargda et al., 2002
APSR2 . juncea Heiss et al., 1999
Atcys-3 O-acetylserine (thiol)lyase A. thaliana Domlngu:g—gsgous etal,
gsht y-glutamilcistEeCl;n;)sintetasa (r- AB'.{/{,uc’g?en: é(i:ig%fgrglti\;elr 11 ggg
S. cerevisiae Vido et al., 2001
gsh2 Glutatién sintetasa (GS) A. thaliana Xiang y Oliver, 1988
Antioxidantes
TRXm TRXh Tiormedoxina Chiamydomonas Lemaire et al,, 1999
TRX2
TSA Tiorredoxina peroxidasa
TTR1 Glutarredoxina S. cerevisiae Fauchon et al., 2002
AHP1 Alquil hidroperdxido reductasa
CTT1 Catalasa T
Estrés
HSP IjlgP,;gP 26, S. cerevisiae Fauchon et al., 2002
HSP104, SSA4 | Protelnas de estrés por calor Humano Abe et al., 1994
HSP70 (HSP) Chiondraco hamatus | Carginale et al., 2002
C. elegans Liao y Freedman, 1998
DDR2 Reparacién de DNA S. cerevisiae Fauchon et al., 2002
Metabolismo del carbono
ALD3, ALD2 Aldehido deshidrogenasa
PGM2 Fosfoglucomutasa S. cerevisiae Fauchon et al., 2002
PDC6 Piruvato descarboxilasa
Proteasas
UBCS5, UBCS8 Ubiquitin conjugating enzyme
PRB1 Proteasa B S. cerevisiae Fauchon et al., 2002
- R

Factores de transcripcion

MET32, MET30

Factores del metabolismo de
metionina

S. cerevisiae

Fauchon et al., 2002
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Tabla 2. Algunas proteinas cuyos niveles se modifican por exposicién a Cd.

Proteina | Gen | Organismo | Referencia
Via de asimilacién de azufre j
3'-Fosfo-5-adenosin fosfosulfato
reductasa (PAPSR) MET16 s . Vid I 200
-ECS GSH1 , cerevisiae ido eta’., 1
ATPS MET3
Propiedades antioxidantes
Chlamydomonas .
Tiorredoxina TRXm TRXh Coinhardti Lemaire et al., 1999
TRX2
Tiorredoxina reductasa TRR1
- Ca.talasa T - erT S. cerevisiae Vido et al., 2001
Tiorredoxina peroxidasa TSA
Alquil hidroperoéxido reductasa AHP1
Cu/Zn superoxido dismutasa SOD1

Estrés

HSP12, HSP26,

S. cerevisiae

HSP82,HSP42, Vido et al., 2001
Proteinas dzaHeSslgr)és por calor HSP104, SSA4
" Barque et al.,
? E. gracilis 1994,1996,2000
Metabolismo del carbono
Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa ZWF1
Hexosa cinasa HXK1 S. cerevisiae Vido et al,, 2001
Enolasa ENO1
Transaldolasa TAL1
Proteasas
] PRE1, PUP2
Subunidades del proteosoma ' ' iaj
P MPR1 S. cerevisiae Vido et al., 2001
Enzima activadora de ubiquitina UBA1

El analisis protedmico de S. cerevisiae permiti®6 conocer proteinas que

responden al estrés por Cd. Pero en muchos casos no se conoce la importancia de

la sintesis o desaparicion de una proteina determinada. En un analisis reciente del

transcriptoma y del proteoma de levadura, se descubrié que en presencia de Cd S.

cerevisiae disminuye la transcripcion y sintesis de isoformas ricas en metionina (Met)

y Cys. Por otra parte se incrementa la sintesis de las isoformas con menor cantidad

de azufre, lo cual permite un ahorro de hasta 30% del azufre proteico. Esta

respuesta parece estar dirigida a que haya azufre disponible para la sintesis de
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GSH. Se observo también que existe una correlacion entre la transcripcion y las
proteinas expresadas por lo que en ese trabajo se propuso que en S. cerevisiae la
respuesta a Cd esta regulada principaimente a nivel transcripcional (Fauchon et al.,
2002).

Euglena gracilis como modelo para el estudio de los mecanismos de
resistencia a Cd

Euglena gracilis es un protista unicelular fotoheterétrofo capaz de crecer en
aguas contaminadas con metales pesados, de hecho, es una de las especies mas
abundantes en habitats dulceacuicolas contaminados por metales pesados
(Fernandez—Leborans y Novillo, 1995).

En condxcmnes de laboratorio, se ha observado que E. gracilis Klebs Z puede
resistir diversas. concentra‘CIones de Pb, Cd y en menor grado Hg dependiendo de

es de ’;ultlvo (Navarro et al., 1997) Se sabe que el Cd ocasiona la

24 h ocasmna eI mcremento de los niveles de GSH, FQ, y Cys (Coppellotti, 1989).

Esto |nd|ca que al igual que en organismos como plantas y levaduras E. gracilis
|ncrementa la sintesis de estos metabolitos para quelar al Cd. Otro tipo de respuesta
a Cd en E. graC/l/s es el incremento en la cantidad de proteinas de estrés por calor
(HSP) (Barque et al.,1996).

Navarro et al. (1997) encontraron que cultivos autotrofos de E. gracilis son
capaces de remover ha‘s'ta un 30.6% de Cd de un medio de cultivo con 100 puM de
CdCl.. Sin embargo, los mecanismos de captacion de Cd que utiliza E. gracilis son
aun desconocidos, pero se ha propuesto que es a través del sistema de transporte de
iones esenciyalés'c‘_omo el Zn (Falchuk, et al.,, 1975). Una vez dentro de las células, el
Cd es compa:r'ta"rifie_htalizado en cloroplastos (Mendoza-Coézatl, et al.,, 2002) o en
mitocondr’iaé ’ehie'l caso de cultivos heterétrofos (Avilés et al., 2003).

Si‘b‘i‘e'n existen diversos trabajos en los que se han estudiado los darfios y
respuesfa'a'Cd en E. gracilis, la mayoria de ellos estan enfocados al estudio de la via

de asimilacién de azufre y ninguno de ellos es a nivel genético.

7T 0N
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cDNA-AFLP

En este trabajo se hizo la comparacion de la expresion genética de E. gracilis
control y tratada- c'on;»C’_d con la. finalidad de identificar genes expresados
diferencialmente en uha U‘7‘o'tfa condicién, esperando que dichos genes pudieran
estar asociados con la respuesta a Cd.

Existen dlversos meétodos para hacer analisis de expresién genetlca
dlferenmal tales como “RNA fingerprinting by arbitrarily primed PCR" o-RAP- PCR y-
“differential dlsplay . Sin embargo, estos métodos tienen problemas de
reprdducibilidad, dificultad para el aislamiento de mensajes de baja expresién y
generacion de Vfalsos positivos. Estos problemas surgen principalmente por el uso de
oligonucleédtidos al azar y por las bajas temperaturas utilizadas para la amplificacion
de cDNA (Bachem et al., 1998).

‘ Ei "AFLP (por las siglas Amplified Fragment Length Polymorphysm) es una
tecmca que permite comparar cDNAs realizando amplificaciones por PCR, utilizando
’ollgonucleotudos especificos que permiten controlar los inconvenientes de los otros
metodos (Bachem et al., 1998; Liscum, 1999).

Antes de iniciar el AFLP, se sintetiza cDNA de doble cadena a partir de RNA
pollA" Partiendo del cDNA, la técnica puede dividirse en cuatro partes (Fig. 3):

. Corte de cDNA. El cDNA de interés es cortado con dos enzimas de

restriccién, una con un sitio de reconocimiento de cuatro pares de bases,
en este caso Msel (mayor frecuencia de corte) y otra con un sitio de
reconocimiento de seis pares de bases, en este caso EcoRl (menor
frecuencia de corte).

. Pegado de adaptadores. Por medio de una ligasa se pegan adaptadores

de secuencia conocida a los fragmentos cortados. El ligado debe hacerse
en presencia de las enzimas de restriccion activas para evitar que los
extremos cohesivos de los fragmentos de cDNA se liguen entre ellos. Los
adaptadores deben ser complementarios a los fragmentos cortados. Sin
embargo, dado que la reacciéon de ligado se hace en presencia de las

enzimas de restriccion, los adaptadores llevan una base modificada en el
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“heterogénea en la que pue

sitio de corte,por lo.tanto Iosiadaptadores unidos no podran ser cortados

nuevamente

PCRs. Los fragmentos ~on »res conforman una poblamon
k xistir fragmentos con dos adaptadoresi
EcoR1, con dos Msel o bic_éjngqn;{gné EcoRl y otro Msel. Por lo tanto debe
homogeneizarse por medio de una reaccién de PCR que se denomina
preamplificacién. En esta reaccnon se utilizan oligonucleétidos llamados
Msel y EcoRl con secuenmas complementarlas alos adaptadores ‘En esta
reaccidon se amplifica preferentemente la poblacién flanqueda por Msel y
EcoRl. Los motlvos de esto son que la poblacion EcoR1-EcoR1 es muy'

baja, que los ollgos Msel tienen una temperatura de unién a| molde mas

baja que . EcoR1 y que los fragmentos flanqueados por Mf: - blenen
secuencnas ‘invertidas repetidas en los extremos por lo que puede formar'
estructuras tallo-asa que impidien la unién de los oligonucledétidos (Vos et

.‘,~ 1995). Después de la preamplificacién, se hace la !lamada
amplificacién AFLP que consiste en una segunda reaccién de PCR en la
que se utilizan cebadores que tienen una secuencia complementaria a la
de los adaptadores y ademas tienen dos bases adicionales en el 3' que
deberan ser complementarias al mensaje que se va a amplificar, de otra
forma, la Taq polimerasa, que carece de actividad exonucleasa 3'-5' no
podra iniciar la sintesis de la cadena. Uno de los cebadores se marca con

33p, en este caso el EcoRl.

Electroforesis. Los productos de PCR marcados se corren en un gel de

poliacritamida que posteriormente se revela por autorradiografia. A partir
de ésta se seleccionan las bandas expresadas diferencialmente, se cortan

del gel seco, se eluyen, se vuelven a amplificar y se clonan.
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— CcDNA

Msel + EcoRI Vi

l Pegar‘védébtéaorésuMsel
v yEcoR’1 U TR

= —— T — - _lq—l:,

{ |

Msel = EcoR1

EcoR1 EcoR1
k Msel Msel
[ Preamplificaciéon por PCR
l usando oligos Mse1 EcoR1
v
EcoRf - Msel L Lo _
< PCR con AGACTGCGTAGCCAATTCXY (16) . .
' : ‘ g'ég?%Mse' y GATGAGTCCTGAGTAAXY- “(16)-
0 DR S IR
v modificados Fannie
EcoR1 Msel
\ |
v

Analisis en gel de
secuenciacion

Figura 3. Pasos del cDNA-AFLP. Ver descripcion en el texto.
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HIPOTESIS

En organismos como Saccharomyces cereV/SIae y Caenorhabd/t/s e_v gans se”
han descrito genes relacionados con estres omdatwo dano aiDNA degradamén y :

reparacion de proteinas, que modlflcan su expresnon en respuesta a.Cd.

gracilis. se.espera que al igual que: en otros organlsm" S, 'eX|stan genes regulados ar_

nivel transcnpcmnal ademas de los derl Vla de aS|m|Iac10n de: azufre que le

ayuden a contender contra el Cd.
OBJETIVOS

Objetivo General
Identificar genes expresados en respuesta a Cd en: Eug/ena graC/l/s

Objetivos particulares .
I. Establecer y caracterizar las condmtones de estudlo determlnando Ios 5|gmentes

puntos N e S :
E. gracils gi‘fefén.ties:gonben.traéi,cines;dé,_cld,., -

a) Crecimientoy V|ab|l|dad
b) Captacién de Cd '
c) Contenldo de GSf

Il. Anali'zar‘*lo‘s‘ca‘r‘h

la Xpresion généticél de" E. ”g,r",acjl'/;‘sliﬁcaSidhados por la

exposicion a Cd g LR R

a) Comparar Ios ca blOS de expresion genética de células control y expuestas a
Cd empleando Ia tecnlca de cDNA-AFLP.

b) Aislar, clonar secuenciar y corroborar los cDNAs provenientes de la

expre’swn;dlferencial en respuesta a Cd.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

I Establecimiento y caracterizacion de las condiciones de estudio

Cultivo y cosecha de las células sin tratamiento y
tratadas con Cd a diferentes tiempos (3, 6 y 9 h)

v

Determinacién de la viabilidad y |la division celular

Determinacion del contenido intracelular de
Cd, GSH, Cys y FQ por HPLC

1. Cambios en la expresion genética de E. gracilis ocasionados por la
exposiciéon a cadmio

Cultivar y cosechar células control y tratadas
conCdpor3,6y9h

v

Purificar RNA poliA*

v

Sintesis de cDNA

V'CQmpar:aggidbr} de patrones de expresion por medio de cDNA-AFLP

v

e los fragmentos con supuesta expresion diferencial

v

Vetly'ifii:éé e la expresién diferencial por medio de Northern blot

v

Identlflcamon y comparacmn de las secuencias de los cDNAs expresados en
respuesta a Cd
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FALLA DE ORIGEN 18




MATERIALES Y METODOS

Cultivo y cosecha de células
a) Cultivo fresco . ;
Se sembraron 0.2x10°% células/mL en un medio de cultlvo con glutamato Y malato
como fuente de carbono (ver apéndice).: Se cultivaron durante 4 dlas (fase

_exponencial) con ciclos de 12 h luz (60-70 pmol quanta/m s) Y 12 h ObSCUl'I
b) Cultivos utilizados para la extracciéon de RNA i .
1. Cuatro L de medio de cultivo fresco fueron sembrados y cultivados como se describié

en el apartado anterior. Las células se cosecharon por centrifugacion a 5000 rpm.' 5
min a 15°C, en un rotor de angulo fijo empleando una centrifuga Sorvall RB-X. "

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

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

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

5. A4 de Ios 8:'L dye medio de cultivo se les afiadié CdCl, a la concentramon requenda a
partlr de un tock 50 mM.

6y 9 h de haber sembrado, se recolectaron aproximadamente 1. 3Lde

celulas cen' fugando en frascos limpios (no necesariamente estériles) a 5000 rpm.
n medio KME (ver apéndice). Se pasaron a tubos de plastico de 50 mL ,
‘“~3000

Se’ Iavaron;
y se volweron a centrifugar en una centrifuga de mesa con rotor de columpxo

rpm, 5 min. El paquete celular se congeldé inmediatamente con N liqwdo _
Para la obtencion de células a las que se midié Cd, GSH, Cys y FQ se SIgUIO elf'
mismo procedimiento pero se cosecharon Unicamente de 15 a 25 mL de‘.cultlvo y-se

incluyé el analisis del tiempo inicial.

Determinacidn de viabilidad
1. Se tomaron 100 pL del cultivo y se hizo una dilucién 1:10. Se afadié azul de tripano

a una concentracion final de 0.05% y se dejo incubando 10 minutos.
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2. Pasado este tiempo, se inmovilizafon Ias células con 10’pL de. HCI concentrado, Se

tomdé.una alucuota de 10 uL de celulas y se colocé en un hemocltometro

3. Se conto el numero de ce|u|as totales y de celulas'irOJas (celulas muertas a Ias que

entro el colorante) para determlnar el porcentaje de abllldad

Captacién dégcadml ,«

2. Esta me Vcla se Ilevé aun volumen flnal de‘10 ‘mL

3. Se determlno el contenido de Cd- por medlo"’de un: espectrofotometro de absormon
atomlca (SpectrAA 640, Varian) a 228.8 nm con una flama apoyada por aire y
acetileno. ‘

Determinacion de cisteina, glutation y fitoquelatinas
1. Se hicieron extractos acidos mezclando 200 ul de acido perc|or|co aI 30%. 15x1 06
células y el volumen necesario de medio KME para aforar a 2 mL, se aglto con vortex

por 45 s. :

2. Elextracto se centrifugé a 1000 g durante 5 min y el sobrenadante se filtré con filtros
de 40 um. r |
Se empleo una columna analitica Waters C 18 ,p SS'ODSZ de 4.6 mm x

‘ ' 3).'La columna fue equilibrada con
H3PO4 0 05% (v/v) a una velocidad de flujo. de mL/mln La preswn total a la que se
reallzo,la cromatografia fue de aprommadamente 3600 PSI.

3. Se inyectd una alicuota de 50 pL del extracto acido y se analizé en un gradiente
lineal 1-20% de acetonitrilo en HzPO,4 0.065 (v/v) durante 50 min. Los compuestos
con grupos tiol se detectaron a 412 nm en una derivatizacién post-columna con
DTNB 0.1 mM (Grill et al., 1987) usando un detector de absorbancia Waters 2487.
Como estandar se usaron 5 nmol de GSH.

4, lLos picos obtenidos fueron integrados manualmente utilizando el software PW
Reporter 2 proporcionado por Waters.
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Purificacion de RNA total (Chomczynski y S'acchi. 1987)

1.
2.

Se cosecharon células de E. gracms como se describié previamente,

Se tomaron 1.5 g (peso fresco). de celulas y se trituraron con Nz quwdo en un
mortero previamente enfriado hasta obtener un polvo fino.
Se prepararon 15 mL de solucion D con B-mercaptoetanol (ver apéndice).

4. Se anadieron 5§ mL sobre las células congeladas en el mortero y se mezcld bien con

10..

1.
12.

13.
14.

15.

2 rnL de cIoroformo

»lnterfase (proteina precipitada).

»helado se incub6 a -20°C por :1
‘Se centrifugé a 10,000 x g por. 2C

ayuda del pistilo. i
La pasta que se formo se pasd a un tubo de vidrio estéril (Corex) con tapa y se.
adicioné el resto de la soluci6n D, mezclando perfectamente.

La mezcla se separé en. dos partes iguales.

Se adlClono'secuenCIalmente 1 ‘mL de acetato de soduo 2 M, pH 4.0, 10 mL de fenol y

lcoho ysoamfhc'o“49 1, mezclando perfectamente por inversion

despues de adlcm ar:cada: reactlvo La suspensmn final se agité vigorosamente. por-

10sy fue mcubada en hlélo por 15 mln T

Se centnfugo a 10,000 x g por 20 m|n a 4°C en un rotor de angulo fijo en- una
centrifuga Sorvall RB-X. s R
La fase acuosa se transfirié a un nuevo ubo Se. rep|t|eron de dos a tres vecés_ los

pasos 6 y 7 cuando después de la centrlfugac n' adn se vela: una cap blanca enla-.

La fase acuosa se pasé a un n isppré'panol

La pastllla de RNA se res qucnon D y se prempnto con un

Se centrifugé a 10,000 X g por 20 min, ‘4°C.
La pastilla se lavd dos veces con: 10 mL de etanol al 75% y se centnfugo 15 mln
después de cada lavado. ‘ ’ :

La muestra se resuspendid en 1a 2 mL de agua-DEPC y se conservé a —70°C hasta

Su uso.

Nota: El RNA debe resuspenderse facilmente en agua de lo contrario es muy probable
que tenga polisacédridos lo cual dificulta su manejo posterior. En este caso debera
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utilizarse un protocolo alternativo (Cheng y Seeman, 1998). Los cultivos de E. gracilis de

mas de tres dias contienen muchos polisacéridos -

Purificacion de RNA poliA*
Se hizo de acuerdo a las indicaciones. descrltas en eI k|t Po|yA tract de Promega
El RNA poliA* recién purificado se guardo precupltado en % de volumen de acetato de

amonio 10 M, 2 volimenes de etanol y 2 pl de glucogeno g/ij'a »—70°C Al momento

de utilizarlo, se centrifugo a 14,000 rpm 15 mln a 4°C en una mlc” cen_ fuga Se t|ro el
sobrenadante y se resuspendié en 15 pL de agua estenl llbre de RNasas '

Sintesis de cDNA

Primera cadena

1. Se mezclaron cantidades |guales (2 pg) de ‘RNA poliA* de células control
cosechadas después de 3, 6 y9 h de cultlvo 0 de celulas tratadas con Cd durante el

mismo tiempo. Se afiadidé 1 pL de ollgo dT-(12 18) y se llevé a 12 plL con agua. Se
incubo a 70°C durante 5 min y se paso lnmedlatamente a hielo.
2. Ala mezcla anterior se afiadieron:
4 uL buffer para la primera cadena de ‘cDNA (Invitrogen)
2uLDTT 0.1 M
1 1L dNTPs 10 mM ‘
3. Las reacciones se incubaron a 42°C por 2 minutc')‘s,,‘s‘vebaﬁadié'1 1L de transcriptasa
reversa (200 U/uL, Invitrogen) y se incubd 2 h a 42°C. El volumen final de reaccion
fue 20 pl..

Segunda cadena
Para sintetizar la segunda cadena se utilizé DNA polimerasa |. También se afadié

RNasa H, una-endonucleasa que deja fragmentos de RNA que |la DMA polimerasa |
utiliza como cebadores para sintesis de la nueva cadena.
1. Al finalizar la sintesis de la primer cadena de cDNA, se incubdé a 95°C para
desnatdééiliiar a la enzima y se afadio:
30.0 pL buffer 5x para segunda cadena (ver apéndice)

TESIS CON 22
FALLA DE ORIGEN




1.0 uL dNTPs 25 mM
3.5 uL DNA pohmerasa |

15 pL RNasa Hooo oot
94.0 L HO

2. Se mcubo a'

"":urante 2 h. E| volumen flnal de reaccson fue 150 pL, el cual se
guardd preC|p|tado eh Y de volumen de acetato de amomo 10 M, 2 volumenes de

etanoly-2 pnl de glucdgeno 2 mg/mL a—70°C. Al momento.de utilizarlo se centrifugo.a. .

14,000 rpm, 15 min a 4°C en una microcentrifuga y se resuspendié en15 pL de

agua.

cDNA-AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) (Liscum, 1999)
Digestidn-Ligacion de adaptadores

Para 40 1L de reaccién se mezclaron:
6 uL cDNA de cadena doble (de la reaccion anterior)
8 uL buffer de digestién-ligado (ver apéndice)’
1ul  Msel (1_U/pL) (Inwtrogen)
1uL EcoRI (i}U/pL» (Inwtrogen)
24 pL HzO '
Se mcubo durante 3haag7C.
A la reaccion anterlor se afadio:
1uL -adaptadores Msel (ML 33 y 34) (ver apéndice)
1uL adaptadores EcoR1 (ML 35y 36) . .
4 uL Buffer de digestion-ligado
2ul. ATP 10 mM
1ulL T4 DNA Ligasa (1U) (Invitrogen)
Tul H20
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Se dejé incubando durante 12-h.a 16°C. Se almacenoé a —20°C hasta su uso.

Preamplificacién

Para 20 plL de reacc:onﬂs

0.5 uL

0.5 uL

0.8.puL.

0.6mL

2.0 pL E buffer de reaccion 10 X (Invitrogen)

10 L cDNA con adaptadores

1.0:";.;L ‘ Taq polimerasa (1 U/uL) (dilucién 1 5 de Taq a5 UIuL,

Invitrogen)

4.6 uL ‘ H>O
Se hizo la siguiente reaccién de PCR »
Desnaturalizaciidn - 2min 94°C 1ciclo

Desnaturalizacion 30s 95°C‘
Unién de ollgos aI molde o ,1 mln
FOR ‘1 min

- 40 ciclos

Alargamlento

Alargamiento. - tciclo

Marcaje de oIqunucIeétidoS S

Se marco el oligo Eco para lo cQéI sé fnezc!aron »
10 uk oligo Eco (cualquiera de las opciones ML42 a ML61, ver apéndice) *
5L Buffer de reaccién 5 X (Gibco) o
5uL  yATP-**P (10 uCi/mmol)
1 uk T4 polinucledtido cinasa 1U/uL (Gibco)
4puL H20

La mezcla se incubd a 37°C durante 1h y se guardé a —20°C hasta su uso.
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*Los oligonucleotidos tienen una o dos-bases variables en el extremo 3', en este
trabajo se utilizaron indistintamente estas opciones.

AmpllflcaCIon AFLP E N
Se mezclaron ;
0.15 uL Ollgo EcoR1 33P

0.3 pL Ollgo Mse1 (cualquuera de Ias 20 opciones, ver apéndlce)
‘0.4 uL - dNTPs10mM' e d

0.4 _pLA

1.0 pL :

1.0

La .reaccion: de »PC} ,se‘hllvz‘o bajando gradualmente la temperatura con la

fmalndad de ‘qu'e todos los ollgos pudieran unirse al cDNA, pues la temperatura de
desnaturallzacmn y unlon al molde es diferente para cada uno (Touchdown PCR).

El PCR se hizo en las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion 2 min 95°C
Desnaturalizacion 30s 95°C
Unién de oligos al molde 30s 65°C a 57°C e

(bajando 0. 7°C en cada c1clo) 12 ciclos
Alargamiento =0 mm 72° C{ ‘
Desnaturaliazacién S 3Q s 9‘5_90'{ Y
Unién de oligos almolde 30's 56°C 30 ciclos
Alargamiento - ' S 1 min 7:'2°C" '
Alargamiento : . _.2minT72°C
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Electrofore3|s para, productos del PCR-AFLP

1.

“Para’ eI gel se mezclaron

. Alos: produdtos de PCR se les anadié 8

Se hlZO un- gel de pollacrllamlda aI 5% utmzando wdnos de 35-x 45 cm y

‘separadores de 0 3 mm

60 mL Urea / Acrllamlda/ Blsacrllamlda prewamente preparada (ver
‘ G '.apendnce) W
35 L Temed

150 pks Persulfato de amonlo al 20% : S R G ,
d buffer de carga desnaturallzante 2
X (ver apendlce) y se calentaron a9 “C; 10 m|n ‘Se. cargaron; en’ el,gel y se;

corrieron: aprOXImadamente 2.5 h'a 60 W en una camara modelo s2 de L|fe

Technologlesm

. El gel se.colocd en papel filtro Whatman, se cubrié con plast|co adherente y se

secd a 80°C con vacio en un secador de geles modelo 583 de Bio Rad vSe marco’
con un craydn fluorescente en las esquinas del papel filtro y se expuso en una'
pelicula Kodak MS de 2 a § dias. o

Purificacion de cDNAs del gel de poliacrilamida

1.

Se quitd la cubierta de plastico del gel seco y éste se. allneo con Ia pelicula
revelada. :
Se cortaron las bandas de gel seco/papel filtro que conA ,
expresados diferencialmente y se pasaron a un tubo de mlc ocentrlfuga aI que se

afiadié 100 pL de agua estéril.
Se mcubaron 10 min y después se hirvieron a bafo Maria durante 15 min. Se
centnfugaron 30 ,000 x g. Los sobrenadantes se pasaron a tubos limpios y

precnpltar el DNA se ariadio:

esterlles Y- pe
imen de acetato de amonio 10 M
fn’ie’nes de etanol absoluto helado

2 ‘ E,glu'cc')genong/mL

4. Se inc}ubé:12‘—h a-70°C y se centrifugé a 12,000 rpm, 15 min.

5. Se tir6 el sobrenadante y el precipitado se resuspendioé en 15 uL de agua estéril
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Amplificacion de cDNAs recuperados del gel de poliacrilamida
Se tomaron 2 pL del sobrenadante del paso anterior para amplificar por PCR'y

se afadio :
1l oligo universal EcoR1 que contiene un sitio de corte para
EcoR1 (ML 39) (ver apéndice)

1 pl oligo universal Msel que contiene un sitio de corte para Pst1
e (MLAO)

1.6uL d ?TPS 5mM

124l MgCl 50 mM

4.0 pL Jr de reaccion 10 X (Inv1trogen)

0.3 uL ] q: polimerasa (1 U/uL) (Invitrogen)

4.‘0}1‘!_ -; DNA recuperado
Oul. . H0

Se amphfnco con Ias siguientes condiciones:

Desnaturahzacuon 2 min 95°C

Desnaturallzacwn 30s 95°C L

Umon de ollgos al molde 30s:, 65°C a 57°C :
RN (bajanda d';7°C en cada ciclo) o 12 ciclos

Alargvamiie;“jrto;.i ’

Desnaturalizacion | S . 95°C

Unidn de oligos al molde =~ 30 s 56°C | 35ciclos

A|argamientb' 1 mm 72"

Alargamiento 2 min 72°C

A pesar de que solo se utilizé un par de oligonucledtidos para esta amplificacion,
y que la técnica recomienda usar una temperatura de 56°C, no se logré la obtencion
de bandas sino hasta que se utilizaron las mismas condiciones que para la sintesis
del cDNA-AFLP.
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Amplificacién y clonaciéon de los cDNAs recuperados
Los productos del PCR anterior se corrieron en un gel de agarosa al 1.2%, se
cortaron las bandas amplificadas y se purificaron con el kit “Concert Rapic'l"'Gel
Extraction System" de Life Technologiestm ¥y se clonaron en el vector pGEM-T de
Promega (ver apéndice) mezclando:
*150 ng DNA purificado

1ul (50 ng) de pGEM
1ul ligasa
“5ul buffer de ligacion 2X

‘H20 para un volumen final de 10 pL
;*La cantidad de DNA se mldté comparando con- marcadores de peso

, molecular cuantificados.
El volumen de reaccién era variable, pero v
del amortlguador la cantidad de DNA y de enznm S

qoﬁéeritré¢if>h
Se tomaron alicuotas de 5 a 10 ul de la r I;‘gac‘ibn;y se ;ét"r,ri”plyearon
para transformar células competentes de Escher/ch/a c i SN e o
Transformacidén genética (Hanahan, 1983)

a) Células competentes .
1. Una colonia aislada de células de E. col/ DHSa se sembro en 50 mL de medlo LB

y se dejo incubando con agitacién durante 12 h'a 37 C. :
2. De este cultivo se tomd 1 mL y se resembré en 49 ml. de medlo LB Se dejo
incubando a 37°C con agitacion hasta que alcanzé una D.O. de 0.6 (Abs 600 nm).
3. Se centrifugaron las células a 3,000 rpm en tubos estériles y se resuspendieron en
25 mL qe,CaCIz 0.05 M estéril helado. Se dejaron incubando 5 min en hielo.
4. Las celulas se centrifugaron a 3,000 rpm y se resuspendieron nuevamente en 1
mL de CaCl; 0.05 M.
5. Se hiéiér‘on alicuotas de 100 uL con glicerol al 15% y se congelaron

inmediéfémente con N3 liquido. Se guardaron a —-70°C hasta su uso.
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b) Transformacién. Ll
A 100 pL de células competentes de E co// DH5a se anad|eron de 5 a 10 pL de la

1.

concentracién final 80 pg/mL que dana colbracmn azul al reacmonar con las
colonias que expresaran a la Bgalactosndasa y que muy probablemente no
contendrian inserto clonado en pGEM.

Se incubaron a 37°C, 12 h.

Purificacion de DNA plasmidico

Para verificar de forma rapida la presencia de inserto en las colonias seleccionadas

se utilizd el siguiente protocolo:

1.

o R e N

Se seleccionaron las colonias blancas que crecieron en la caja con ampicilina, IPTG
y Xgal, (cuando las colonias blancas eran muy pocas, también se seleccionaron
algunas colonias azules) y se resembraron en 1 mL de medio liquido LB.

Se incubaron 12 h a 37°C con agitacion.

Se torriaron 100 plL del cultivo anterior y se centrifugaron a 12,000 rpm 30 s.

La pastilla de células se resuspendié en 50 ul de agua con RNasa 6 ug/mL.

Se afadieron 300 ub de amortiguador TENS (ver apéndice) y se meéclé‘: por

inversion hasta que la solucion se tornd viscosa.

6. Se agregaron 100 pL de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y se mezcl6 por inversién.

7. Se centrifugo 2 min a 12,000 rpm.
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8. El sobrenadante se: transflrlo a un tubo Ilmplo y .se. anadlo 09 ;.tL de. etanol
absoluto a -20A°C [ r ' :

de etanol 70% Se centrlfugo una tercera vez para concentrar y Iuego ellmlnar
bien los residuos de etanol.
11. El DNA se resuspendié en 40 ul de agua.

Reacciones de digestion de los plasmidos con los cDNAs clonados
Para verificar la presencia de insertos clonados, el pGEM purificado se digiri¢

con EcoRl y Pstl.
Para 20 pL de digestion se establecié una reaccién con lo siguiente;

17.7 L DNA del plasmido

20 puL Amortiguador 10 X (React 3 de Invitrogen)

0.15 L EcoR1 (1U/plL) (Invitrogen)

0.15 L Pstl (1U/uL) (Fermentas)
Se incubd 1 h a 37°C y una alicuota de 10 pL fue resuelta en un gel de agarosa al

1.2%, para verificar la presencia de insertos.

Secuenciacion y analisis de cDNAs o

Una vez que se verifico la presencia de insertos de cDNA, se 5hicierdn
minipreparaciones con el “DNA purification Kit" (Marligen, Life Technolog‘iie‘s'T:M)‘:ipara ,
mandar secuenciar. EI DNA se llevd a una concentracion de 300 rigyml_'. La
secuenciacion se hizo utilizando el oligo T7 y fue realizada en el Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM, k

La edicién de las secuencias para ser analizadas se llevdé a cabo por medio del
programa “Vector NTT 5.1". Las secuencias editadas se compararon con una base de
datos por medio del programa BLASTX en la pagina http://www.ncbi.nim.nih.gov y en
el caso de la secuencia de 100 pb se utilizé Nucleotide BLAST para comparacion de

secuencias pequenas.
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Las secuencias de protelna se. alinearon utilizando el algoritomo Clustal W.y el
porcentaje de ldentldad se"determlno utlllzando el -algoritmo - LAlign, ~ambos
dlsponlbles en la: paglna http //workbench sdsc/edu

Con el objeto' de corroborar si las bandas aisladas e identificadas realmente se
expresaban diferencialmente, se realizaron ensayos de Northern blot con RNA de

células cuitivadas sin y con Cd.

Purificacion de insertos de cDNAs para usarse como sondas

1. Las diferentes minipreparaciones de cDNAs fueron digeridas con EcoR1 y Psti -
como se describié previamente. Las digestiones de DNA se corrieron en-un gel de
agarosa al 1.2% y las bandas liberadas por la restriccion se cortaron deI gel y se
purificaron de acuerdo a las indicaciones descritas en el kit “Concert Rap|d'Ge|

Extraction System” de Life Technologiesu ok
2. Después de la purificacic’)n se afadieron 2 volimenes de etanol y %“' ,
acetato de amonio 10 M al DNA para precipitarlo. Se incubé a —70°C .
3. Se centrifugd a 12, 000 rpm 10 min, se tiré el sobrenadante y se resuspen: en5 a

10 ptdeagua. oo
4. Se corrid una allcuota del DNA en un gel de agarosa tefiido con’ brf'
para ver la cant|dad de DNA después de la purificacion respe
previamente cuantificado. W
5. Los insertos purificados se marcaron y utilizaron como sonda (ver adelante)

Transferencia de RNA a membrana de nylon

1. Se corrieron de 0.2 a 1 ng de RNA poliA* de cada una de las condiciones estudiadas
en un gel desnaturalizante de agarosa al 2% (ver apéndice).

2. Se transfiri6 a una membrana de nylon por capilaridad utilizando una solucién de
SSC 10 X durante 12 h (Sambrook et al., 1989).

3. Las membranas se secaron y se les dio un pulso de luz UV para fijar el mRNA.
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Marcaje y purificacion de sondas ;
El marcaje se hizo por medio del kit de “Random prlmer” de Inwtrogen corno S|gue )
1. Se desnaturalizaron aproximadamente 50 ng: de DNA dlsuelto en 5 a,20 pL de

agua a 92°C durante 5 min e mmedlatamente despues ; coldco en hlelo R
2. Se anadio lo siguiente al DNA:
1 puL - dATP 500 mM

L dGTP‘500mM )

La sonda queda aproximadamente en un volumen de 50pr

6. ‘Las sondas marcadas se mezclaron con 10 mL de solucuon de hibridacién (misma
que para ‘prehibridar, ver apéndice), se calentaron a bafio Maria durante 3 min y
quedaron listas para adicionarse inmediatamente sobre las membranas.

7. La solucién de hibridacién con la sonda podia ser reutilizada calentandola
nuevamente a Bafo Maria por 3 min antes de adicionarla a otra membrana.

Northern blot
Sonda de la triosa fosfato isomerasa (TPI)

1. La membrana con RNA poliA* se colocé en un tubo de plastico de 50 mL
conteniendo 20 mL de solucién de prehibridacion (ver apéndice), dentro de un tubo
de hibridacién y se incubé 2 h a 60°C.

2. Se quitdo la solucidon de prehibridacién y se le afadid la sonda recién

desnaturalizada. Se hibridd a 58°C durante aproximadamente 12 h (una noche).
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3, Se lavd.con:
a. SSC4XySDSO 1%a58 C10m|n
b. SSC4X ySDS o) 1% a 56°C por5 min
_.C.. SSC$XySDS 0.1%.a 56°C 10 min
4, Despues de cada lavado la membrana se exponia en la pantalla del equipo
“Personal Molecular Imager FX" de Bio-Rad Los tiempos de exposicion variaban
entre 30 min y 4 h dependiendo de la intensidad de la sefial.

Sonda PoliA Binding Protein (PABP).

1. La membrana se tratd igual que la anterior excepto que se lavd con:
a. SSC 4 XySDS 0.1% a 58°C 10 min
b. SSC 4 XySDS 0.1% a 56°C por 5 mln
C. SSC3XySDSO1%a56 C1 i
d. SSCZXySDSO1%a5605 L
2. Después de cada lavado |a membrana se puso a exponer En este caso los. tlempos

fueron de 30 min.

Sonda HSP70 Firg . 3

1. La membrana se tratdigUaI que las anteriores excepfc) que solamente se hizo un
lavado con SSC 4 Xy SDS 0.1% a 52°C 5 min.

2. No se observo sefial especifica después de este lavado, un lavado mas a esta

misma astringencia ocasionaba pérdida de casi toda la sefial.

Despegado de sondas de membranas, para analizarlas nuevamente (Sambrook
et al., 1989)

Las membranas fueron reutilizadas para repetir algunas hibridaciones, para io
cual fue necesario no dejarlas secar para que la sonda radiactiva pudiera
despegarse.

1. Una solucion de 250 mL de SSC 0.05 Xy EDTA 0.01 M se dejé hervir por 1 min.
2. Después se ariadié SDS 0.1%.

3. En esta mezcla se sumergieron las membranas (por separado) durante 15 min.
4. Se repitioé esta operacion dos veces usando solucion fresca cada vez.
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RESULTADOS

1. Establecimiento y caracterizacion de las condiciones de estudio
Como punto de partida para iniciar el analisis de la expresion genética, fue
necesario establecer las condiciones de cultivo adecuadas para el estudio.

a) Crecimiento y viabilidad de E. gracilis a diferentes concentraciones de
cadmio

Como primer paso se hizo una curva de crecimiento a diferentes
concentraciones de CdCl, para saber cuando se empezaba a hacer evidente su
efecto. En la Figura 4 se observa que en el cultivo sin metal las células duplican su
nimero después de un dia y la fase logaritmica es evidente al segundo dia. En los
cultivos con Cd solo algunas células se duplican y la fase logaritmica no es tan
claifa "sobre todo con 200 uM de CdCl;. Es decir, la duplicacion de las células
tratadas es dependiente de la concentracion. Las células control alcanzaron la fase
estacuonarla entre el tercer y cuarto dia, mientras que las células con Cd atn no la
alcanzaban al sexto. En este ultimo punto cabia la posibilidad de gque:la menor

duplicacién celular se debiera a muerte celular, por lo que se’lde:terhﬁiné la
viabilidad de los cultivos. En todos los casos, ésta fue mayor al 91%. Es decir, que
el retraso en el crecimiento no fue debido muerte celular sino a que las células no
se estaban dividiendo.

Por lo anterior y con el fin de que la expresion genética diferencial en
respuesta a Cd‘,i{qu‘e pretendiamos estudiar, no se debiera a que las células control
y las tratadas con Cd estuvieran en diferentes fases de desarrollo, se decidid
trabajar con célplas que adn no se hubieran duplicado. Para esto se utilizaron
cultivos eXpuestos a ciclos de 12 h de luz y 12 de obscuridad, pues de acuerdo a
Edmunds.y Funch (1969) este ciclo es adecuado para sincronizar los cultivos de E.
gracilis, con la ventaja de que la division celular en estas condiciones se lleva a
cabo durante la obscuridad.

Para corroborar que las células no se estuvieran duplicando durante el dia,
se contaron después de 3, 6, 9 y 12 h de haber sido sembradas en medio con o sin
Cd. De acuerdo a lo reportado por Edmunds y Funch (1969) no se encontrd
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division celular én Ibs tiempos analizados en las células controlly tratadaé con 170
1M de Cd: (Tabla 3), en Ias células tratadas con 50 pM de Cd hubo. lelSIon celular
hacia Ias 12 h Se trabajo entonces con células expuestas a Cd por 3 6 y 9 h

454 @ Control -
T
404 © Cd 50 uM S m -
{ 4 Cd200uM u
3.5 .
-l ' .//0
£ 304 o /A
] 1 / P
8 254 e /
= 1 // A
: N A
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2 154 < e
] . g
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0.5 | Eans
0.0 LA S S S S I A T
1 2 3 4 5 6
Dias

Figura 4. Crecimiento de E. gracilis a diferentes concentraciones de Cd. Las
células sin tratamiento se duplicaron después de un dia y las tratadas con CdCl,
lo hicieron entre el segundo y tercer dia, dependiendo de {a concentracién de
CdCl; a que fueron sometidas.
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Tabla 3. Crecimiento* de E. gracilis durante las primeras horas de cultivo.

Tiempo Control CdClz 50 pM CdCl; 170 uM
(h) (10° células/mL) (10° células/mL) (10¢ células/mL)
0 1.66 + 0.3 (3) 2.82 (2) 1.73+0.3 (3)
3 1.52 + 0.5 (3) - 1.37+ 0.2 (3)
6 1.54 + 0.1 (3) 2.66 (2) 1.41+0.1(3)
9 1.48 + 0.3 (3) 3.05 (2) 1.40 + 0.1 (3)
12 1.645 (2) 3.39(2) 1.42 (2)

*La viabilidad en todos los casos fue mayor al 91% (el nimero entre paréntesis
corresponde al numero de repeticiones)

b) Contenido intracelular de cadmio

El contenido intracelular de Cd se determind. por. espectrofotometria de
absorcidon atémica durante las primeras 12 h de exposicion al metal. Desde las tres
primeras horas de exposicién se observa que el Cd-se acumula en las células y
que la cantidad se incrementa gradualmente. En células expuestas a 50 uM de
CdCly, Ia cantidad intracelular del metal disminuye a las 12 h. Esto podria
expllcarse consnderando que las células de este tratamiento presentaron division
celular Entonces en este tiempo podriamos estar observando la redistribucién del
Cd enlas celulas hijas. En cambio en las células expuestas a 170 uM de CdCl; no
se observo la redistribucién del Cd aun a 12 h de exposicion (Figura 5) ya que
éstas no se habian dividido. Se trabajoé con E. gracilis tratadas con CdCl, 170 uM
por presentar mas Cd acumulado en esta condicion.

Aungue en los tiempos analizados la cantidad de Cd captada fue poca (de 4
a 12 nmol Cd/10” células) en comparacion con los 190 y 250 nmol/107 células gue
E. gracilis puede captar a los 3 y 8 dias de tratamiento (Mendoza-Cozatl et al.,
2002), esta cantidad probablemente podia ser suficiente para desencadenar una
respuesta metabdlica como ocurre en A. thaliana y levadura, en donde 1 h de

tratamiento con 50 M y 1 mM de CdCl; respectivamente, fue suficiente para
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desencadenar camblos anivel transcnpmonal correlamonados con cambios en los
nlveles de GSH,y FQ. e "ambas espectes (Xlang y Ollver 1998 Dominguez—Solls

Tiempo (h)

Figura 5. Contenido intracelular de Cd. Las células fueron cosechadas y
lavadas con EGTA 2 mM para eliminar la posibilidad de medir el Cd pegado por
fuera de las células. En todos los casos, n=2.

¢) Contenido de cisteina, glutation y fitoquelatinas

El contenido de Cys no se modificé significativamente por el tratamiento con
Cd en ninguno de los tiempos estudiados (Figura 6). El contenido de GSH se
incrementd de manera natural en el transcurso del dia en ambos cultivos, no
existiendo diferencias entre ellos. Sin embargo, a las 9 h de tratamiento las células
tratadas con Cd presentaron mayor contenido que las no tratadas mostrando
diferencias estadisticamente significativas en una prueba t de Student para
muestras apareadas (figura 7 y tabla 4).

Las FQ se observan desde las 6 horas de exposicion a Cd, presentandose
un incremento con el paso del tiempo (Figura 8). Esto indica que fa sintesis de FQ
es un mecanismo de respuesta temprana a la exposicién a Cd. El hecho de no
haberlas encontrado a las 3 h podria indicar que se requiere una cantidad minima
de Cden la célula para inducir la sintesis y que ésta no se alcanzo a las 3 h o bien
que las cantidades sintetizadas son bajas y que el método de deteccion (HPLC) no
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fue lo suficientemente sensuble para detectarlas. En Ias celulas control de 9 h
también se observo la: apancmn de FQ Io cual podrla deberse ala presenma de
minerales traza como Zn y Cu en el medlo de cultlvo los cuales también son
activadores de la'FS- (Grlll et al 1987)

P R E - Cd
1u- ‘ -"' Cd

2i.3
i

nmol Cys/ 10 células
B g 5 2

[=]
1

0 3 6 9
Tiempo (h)

Figura 6. Contenido de Cys. Los niveles de cisteina fueron medidos en extractos
acidos de cultivos de E. gracilis control y tratadas con 170 uM de CdCl,. Los
resultados muestran el promedio y error estandar de 5 diferentes experimentos,
excepto a las 3 h donde n=3. (p<0.05; t-Student para pruebas apareadas)

180 4

1sn-: - Cd

o B+ Cd .
il Ti

nmol GSH/ 107 células

Tiempo (h)

Figura 7. Contenido de GSH. Los niveles de glutation fueron medidos en
extractos acidos de cultivos de E. gracilis control y tratadas con 170 uM de CdCls.
Los resultados muestran el promedio y error estdndar de 5 diferentes
experimentos, excepto a las 3 h donde n=3. (p<0.05; t-Student para pruebas

apareadas).
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Tabla 4. Contenido de GSH.

Tiempo (h) -Cd + Cd
0 29.03 £24.72 (5) 35.8 +£32.38 (5)
3 42.19 £36.54 (3) 50.32 £29.74 (3)
6 65.1 £20.93 (5) 104.51+ 26.02 (5)
9 *59.9 £36.47 (5) *102.14+ 59.06 (5)

* Las células tratadas por

9 h presentaron diferencias

estadisticamente significativas en el contenido de GSH.
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Figura 8. Cromatogramas mostrando los picos de Cys, GSH y FQ. Hay
aparicion de FQ desde las 6 h de tratamiento con Cd. Se observan varios picos de
fitoquelatinas correspondientes a las diferentes subunidades de (y-Glu Cys)

incorporadas a la molécula. o
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El analisis anterior mostré que la respuesta entre las células control y
expue‘st'as'a;;Cd era diferente sélo a las 9 h de tratamiento. Sin embargo, debido a
que la entrada de Cd fue detectada desde las 3 primeras horas, se consideré que
podfiaﬁ existir cambios en la expresion genética desde esos momentos, por lo que

se decidio realizar el analisis a estos tres tiempos.

2. Cambios en la expresion genética de E. gracilis ocasionados
por la exposicion a cadmio

a) Aislamiento de RNA total y poliA”*

Se hizo la purificacion de RNA total y poliA™ de células control y expuestas a
Cd (Figura 9). Luego de cuantificarlo se hizo una mezcla 2 ng de RNA poliA* de las
células de 3, 6 y 9 h con Cd y otra mezcla de RNA poliA* de las células de 3, 6 y 9
h sin Cd. A partir de estas mezclas se sintetizd cDNA de cadena sencilla y doble.

La purificacién de RNA poliA* no es totalmente eficiente y siempre copurifica
algo de RNA ribosomal (rRNA). En el RNA total ademas de los rRNAs 28S y 18S
siempre aparece una banda de bajo peso molecular que podria ser RNA de
transferencia (Figura 9 A) y que es eliminado cuando se purifica el RNA poliA*
(Figura 9 B). La presencia de rRNA en los experimentos de cDNA-AFLP podria
acarrear errores en los patrones de expresion. Sin embargo, estos resultados
deben corroborarse por Northern blot con lo que se pueden eliminar dichos errores.

3h 6h Sh 3h 6h 9h

Figura 9. RNA de E. gracilis. Este RNA fue utilizado para los experimentos de
cDNA-AFLP. (A) RNA total, (B) El barrido brillante representa al RNA poliA*, atn
con restos de rRNA.
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b) cDNA-AFLP . , ,

El cDNA fue digerido con las en2|mas de restnccuon Msel y EcoRI y
posteriormente se le ligaron los adaptadores correspdndlentes (ML 33/34 y ML
35/36). Con este cDNA se hizo un PCR- pa
flanqueada por los adaptadores EcoR1 y Msel

amplificacion fue exitosa, se corrid una alicuota del PCR (10 L) 'en un gel de
agarosa en el cual se observé un barrido por debajo de 0.6 Kpb, correspondiente a
la poblacion de cDNA deseada (Figura 10).

El tamafio de los fragmentos de cDNA amplificados en esta reaccion se
encuentra en el intervalo entre los de alto peso molecular correspondientes al
cDNA flanqueado por EcoR1-EcoR1 y los de bajo peso molecular
correspondientes al cDNA flanquedo por Msel-Msel.

Cd - +

Kpb Figura 10. Preamplificacién de la
mezcla de cDNAs de E. gracilis

1:8? control y expuestas 3,6 y 9 h a

0.87 Cd. En el gel de agarosa se

0.60 observa un barrido por debajo de

’ 0.6 Kpb correspondiente a los

0.31

} cDNA fragmentos de cDNA flanquedos
por los adaptadores EcoR1- Msel,

que es la poblacion que se

amplifica preferentemente.

El cDNA amplificado se diluyd 1:10 y se empled como molde para hacer los
PCRs-AFLP y entonces hacer la comparacion de la expresion genética de las
células con y sin Cd. Los productos de PCR se corrieron en geles de
poliacrilamida. Estos geles se usaron para hacer autorradiografias. En la Figura 11
se muestra un resultado representativo de las autorradiografias.
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Figura 11. Autorradiografia del cDNA-AFLP. En las placas se observan 11
combinaciones de oligos. Se sefalan algunas diferencias entre los carriles que
contienen el cDNA de E. gracilis tratadas y no tratadas con Cd.

Se hicieron 128 combinaciones de oligos EcoR1 y Msel, enumerados en la Tabla
4, sin embargo Unicamente las 49 combinaciones mostradas en la Tabla 5
pudieron ser analizadas adecuadamente por presentar un patron de bandas
confiable es decir, con cantidades de RNA semejantes y bandas nitidas. Con estas
combinaciones de oligos se encontraron 52 cDNAs expresados diferencialmente
entre las células no tratadas y tratadas con Cd.

Tabla 4. Combinaciones de oligonucleétidos utilizadas en los PCR-AFLP. Las
reacciones se hicieron combinando los oligos £coR1 radiactivos con oligos Msel
no marcados. Cada combinacién se hizo para las células sin y con Cd.

EcoR1 *P Msel

ML 44 ML 66 a 81

ML 45 ML 66 a 81

ML 46 ML 66 a 81

ML 47 ML 66 a 81

ML 48 ML 66 a 81

ML 49 ML 66 a 81 TRSIS CON
ML 54 ML 66 a 81 : AT DT
ML 55 ML 66 a 81 :
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Tabla 5. Combinaciones de oligonucleétidos analizadas.

EcoR1 P Msel
ML 46 ML 66 -74, 76
ML 47 ML 66-69, 71-76
ML 48 ML 68-73, 78-81
ML 49 ML 66, 69-81

Con el proposito de obtener cantidad suficiente de cDNA con expresion
genética ;difyér‘encial para clonar, se repitieron los PCR-AFLP con las
combiné'cioﬁés de»primers en las que se habian observado diferencias entre los
tratamientos coh y sin Cd. Al repetir los PCRs, sélo siete diferencias fueron
reproducibles y correspondieron a las combinaciones presentadas en la Tabla 6.

Tabla 6. Combinaciones de oligos que produjeron diferencias en la expresion
genética de E. gracilis tratada y no tratada con Cd.

No. de clona EcoRl Msel
1 ML 46 ML 71

2 ML 46 ML 72

3 ML 48 ML 68

4y5 ML 48 ML 79
6y7 ML 49 ML 71

Las siete diferencias en expresidn genética que se encontraron, se
muestran en la Figura 12.-A excepcién de un caso, los genes incrementaron su
expresion con el tratamiento de Cd.
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Figura 12. Diferencias en expresion genética. Al hacer los experimentos por
duplicado se encontraron siete diferencias. Sélo en un caso (3) hubo disminucién
en la expresién. En general, el cargado de los geles es parejo entre los
tratamientos con y sin Cd, lo cual puede observarse en las bandas no expresadas
diferencialmente. En el caso en que no ocurrié asi (5) se decidid utilizarlo porque el
carril en donde se incrementd una banda fue el que contenia menor cantidad de
cDNA.

c) Clonacion de cDNAs expresados diferencialmente

Las bandas correspondientes a los cDNAs expresados diferencialmente se
eluyeron del gel y se amplificaron por PCR. En la Figura 13, se observan las siete
bandas amplificadas. Los barridos alrededor de las bandas pueden deberse a la
presencia de cDNA contaminante acarreado al cortar las bandas del gel y/o a que
el PCR se hizo bajando gradualmente la temperatura de union de los cligos al
molde. Sin embargo, ésta fue la dnica condicion en la que la amplificacion fue

exitosa.
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1 2 3 4 6§ 6 7

Figura 13. Amplificacion por PCR de las secuencias aisladas del gel AFLP.
Gel de agarosa en el que se observan las bandas correspondientes a las siete
diferencias encontradas.

Como ya se ha mostrado, se lograron amplificar las siete bandas en un
primer PCR (Figura 13). Sin embargo, luego de purificarlas de este gel, el ligado
con el vector no funciond, por lo que no fue posible clonarlas. Por lo tanto se repitio
la amplificaciéon por PCRs utilizando como molde el DNA eluido del gel del analisis
AFLP. Después del PCR, sdélo tres muestras dieron bandas definidas junto con un
barrido, pero las otras cuatro no volvieron a dar bandas, Gnicamente el barrido
(datos no mostrados). Las 3 muestras de cDNA amplificadas se purificaron y
clonaron én el vector pGEM (Promega).

La reacciéon de ligado fue utilizada para transformar células de E. cofi, las
cuales se sembraron en un medio con ampicilina, IPTG y Xgal. Se seleccionaron
las colonias: blancas y se hizo extraccion de DNA plasmidico a partir de ellas.
Posteriormente se hicieron digestiones de los plasmidos con las enzimas de
restriccion EcoR1 y Pst1 para determinar qué colonias tenian inserto de cDNA. Al
hacer la digestién de los plasmidos provenientes del cDNA 2 (Figura 13), se
aislaron dos colonias con insertos de diferente tamafio (Figura 14). Se decidid
mandar secuenciar ambos.

Kpb Figura 14. cDNAs con expresion

diferencial amplificadas y clonadas. Los
0.9 plasmidos con los insertos de cDNA fueron

cortados con las enzimas EcoR1 y Pst1.
0.5 En el gel de agarosa se observan los
03 fragmentos de cDNA liberados de los
0.2 plasmidos. Los «carriles 2 y 2.1
0.1 corresponden a las dos clonas obtenidas a

partir de! producto de PCR del cDNA 2.
Clona No. 1 2 21 5
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d) Secuencias de los cDNAs aislados : .
Los insertos de cDNA clonados en pGEM fueron secuenmados (Flgura 15)
Los productos de traduccidén deducidos se compararon con s uenmas reglstradasb

en el Banco de genes, encontrandose homologia con -u
triosa fosfato isomerasa (TPI) (clona 2.1), una proteina
(clona 5) y una de las secuencias no tuvo ho olo

reportada en el banco de genes (clona 1) por’ Io que amblen‘
secuenma a nlvel de nucleotldos con. el fln de ver SI pudlera tratarse de alguna

reglon no traduc:da S|n embargo, en este ultlmo caso no se obtuvo ninguna
homologia con alguna secuencia en: partlcular reportada en el Banco de Genes.
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HSP70

E VvV 8§ K R E T § C L v 8 F GG E K Q R N L
gaggtcagtaaaagagaaacaagctgccttgtttcgtttggggaaaaacaaaggaattryg
G E K A L D QA V R N W KN TV G A L K
ggtgagaaggcgctggatcaggctgtacggaattggaaaaatactgttggtgcattgaag
R L T GV K ¥ D 5 E A F R H E A K F M K
agattgattggtgtgaaatatgactccgaagctttcagacatgaagcgaagttcatgaag
N K T R P D E R G Y V E L V R S8 L
aacaagacccggcecggacgaaaggggatacgttgaattggtacgcagtctacyg

TPI

N K G P S V A D A DV E V V I G C P F V
aacaagggtccttecggtggccgatgctgacgttgaggttgtaattggatgeccatttgtt
Yy A D Y T R E K L R @ D W A L § V Q N C
tatgccgattacaccagagaaaagttgagacaagattgggecattgtctgttcaaaactgt
W I 6 K 6 G A F T G E I S A E M
tggatcgggaagggtyggtgcctteactggtgagatttcageggagatgac

Clona 1

[

1  aatgaaatgcctgcaagtccagaggacgaaagtcagetggtgtgeccgaaaataaa 55

PABP

E H A G S Y T N V Y I K Q@ V K T™ G I T E
gagcacgctggctcatacaccaacgtctacatcaagcaagtgaagacaggcatcactgag 60
E E I $ G ¥ F G K I G P I E S H V L K H
gaagagatctctggtttcectteggecaagattggecccaatcgagagecatgttttgaageat
D R K E R P F A F V D F K N8 H D b A V K
gacagaaaggaacgcccattcgettttgttgatttcaagaaccatgatgatgcagtygaag
A V T E F #H D K E I E G I T E E G @ K I
gctgtcacagagttccatgacaaagagattgaaggcatcactgaggaaggtcagaagatt
Yy I G R A ¢ K K 66 E R L E E Q R K R V 5
tacattggccgtgcacaaaagaaaggcgagcgtetcgaagagcagceggaagagagtgage
Q L R A R KM HE Y S G S8 N L Y V K N L
cagctgcgagctcgecaagatgcatgagtactectgggtccaatttgtatgtcaagaatctyg
np DN V D D A G L K A A F E K F G E I T
gatgacaacgttgatgacgcggggttgaaggctgcttttgagaagtttggagaaatcaca
S A K v MM D D V H P 6L S8 K G F G F V
tctgcaaaggtgatgatggatgatgtcaatccgggactgtccaaaggttttggetttgtyg
¢ F K D A E S A N K A I S8 E M N G H L L
tgtttcaaggatgcegagagtygccaacaaggceccatcagtgagatgaatggccacctygctg
G

ggag 545

Figura 15. Secuencias de nucledtidos de los cDNAs clonados y su
traduccion. Las secuencias se editaron con el programa Vector NTT 5.1. La
posible identidad de estas secuencias se obtuvo mediante la comparacién con
secuencias del Banco de genes (http://ncbi.nim.nih.gov) utilizando el programa
BLASTX.
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Para determlnar que: tan parecidas eran Ias secuencias de E. gracilis a nivel
de ammoamdos de Ios genes -identificados, con las: de otros orgamsmos se

h|C|eron allneamlentos ﬁutlllzando el programa CIustaIW y 'se determind el
porcentaje de similitud utilizando el programa LALIGN (local align) (Tabla 7,
Figuras 16, 17 y 180). El porcentaje de similitud se determind empleando
Unicamente los fragmentos de aminoacidos que se obtuvieron de E. gracilis.

Tabla7. Porcentaje de similitud entre las secuencias de aminoacidos de los
genes identificados en E. gracilis y las de otros organismos.

Organismo % identidad
con E. gracilis
PABP
Schizosaccharomyces.pombe 52.8
Saccharomyces cerevisiae 46.2
Arabidopsis thaliana 43.6
Caenorabditis elegans 41.0
L.major 44.9
Trypanosoma.brucei 37.8
TPI

Humano 46.2
Spinacea. oleracea 52.8
(cloroplastica)

Zea. mays (citosdlica) 43.6
Gracilaria gracilis 41.0

HSP70

S.pombe 46.6
S.cerevisiae 45,2
Drosophila melanogaster 39.1
Trypanosoma. cruzi 35.8
Phaseolus vulgaris 38.0

Se compararon las secuencias de aminoacidos obtenidas de E. gracilis en este
estudio, con fragmentos de aminoacidos de diversos organismos observandose
que algunos, como la region de unién a RNA de la PABP, presentaron altos
porcentajes de similitud. La secuencia de la TPl de S. oleracea fue la mas parecida
a la de E. gracilis, por lo que ésta podria tratarse de la TPI
cloroplastica.
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cerevisiae
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.gracilis

thaliana

.elegans
.major
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.cerevisiae
. pombe
.gracilis
.thaliana
.elegans
.major
.brucei

ETKAHYTNLYVKNINSETTDEQFQELFAKFGPIVSASLEKDADGKLK
ALKANFTNVYIKNLDTEITEQEFSDLFGQFGEITSLSLVKDQNDKPR
EHAGSYTNVYIKQVKTGITEEEISGFFGKIGPIESHVLKHDR--KER
GAVPSFTNVYVKNLPKEITDDELKKTFGKYGDISSAVVMKDQSGNSR
ESGLKYTNVFVKNFGEHLDQEKLSAMFSKFGEITSAVVMTDAQGKPK
ALVANFTNVYIKQVLPTVNKDVIEKFFAKFGGITSAAACKDKSG--R

EQLKQYTNLYVKNLDPSVDDEKLKEVFSPFGEVTSAKVRDLAGRPTV
* * * * *

GFGFVNYEKHEDAVKAVEALNDSELN GEKLYVGRAQKKNERM
GFGFVNYANHECAQKAVDELNDKEYK GKKLYVGRAQKKHERE
PFAFVDFKNHDDAVKAVTEFHDKEIEGITEEGQKIYIGRAQKKGERL
SFGFVNFVSPEAAAVAVEKMNGISL-G----EDVLYVGRAQKKSDRE
GFGFVAFADQDAAGQAVEKLNDSILEG---TDCKLSVCRAQKKSERS
VFAFCNFEKHDDAVKAVEAMHDHHIDGITAPGEKLYVQRAQPRSERL

GFGYVAYATHEAAAKAVEELDDKESP-LAKEGMKLSVCRFRSREERK
* * kk

HVLKKQYEAYRLEKMAKYQGVNLFVKNLDDSVDDEKLEEEFAPYGTI
EELRKRYEQMKLEKMNKYQGVNLFIKNLQDEVDDERLKAEFSAFGTI
EEQRKRVSQLRARKMHEYSGSNLYVKNLDDNVDDAGLKAAFEKFGEI
EELRRKFEQERISRFEKLQGSNLYLKNLDDSVNDEKLKEMFSEYGNV
AELKRKYEALKQERVORYQGVNLYVKNIEEDLNDDGLRDHFSSFGTI
IALRQKYMQ HOALGNNLYVRNFDPEFTGADLLELFKEYGEV

RE-RERLRRERQQQHSKYP--NLYVKNFDDTVTSERLKALFDPFGET
* ok * * * *

TSAKVMRTEN--GKSKGFGFVCFSTPEEATKAITEKNQ-QIVA
TSAKIMTDEQ--GKSKGFGFVCYTTPEEANKAVTEMNQ-RMLA
TSAKVMMDDVNPGLSKGFGFVCFKDAESANKAISEMNG-HLLG
TSCKVMMNSQ--GLSRGFGFVAYSNPEEALLAMKEMNG-KMIG
TSAKVMVDEN--GRSKGFGFVCFEKPEEATAAVTDMNS -KMIG
KSCRVMVSES--GVSRGFGFVSFSNADEANAALREMNG-RMLN

VSVSVMMDKAT-KVSRCFGFVSFKEQSSAAQAIQELHGSTALG
* * * % ek * K

+ aminoéacidos conservados

Figura 16. Alineamiento de diferentes PABPs. La zona sombreada corresponde
a las regiones que reconocen RNA (RNA recognition motifs o RRMs), cuya
estructura secundaria es una hoja p. Estos motivos ademas de estar en PABPs se
encuentran en otras proteinas tales como las ribonucleoproteinas heteronucleares
(hnRNPs) y ribonucleoproteinas pequenas nucleares (snRNPs) (Lorkovic y Barta,
2003).
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bbbbbbb aaaaaaaaaaa bbbbb
Humano
Z.mays
S.oleracea
G.gracilis
E.gracilis

NAAKVPAD--TEVVCAPPTAYIDFARQKLDPKIAVAAQNCYKV

NEGQVPPSDVVEVVVSPPYVFLPVVKSQLRQEFHVAAQNCWVK

NSATLEAD--VDVVVAPPFVYIDQVKSSLTGRVEISAQNCWIG

NAAPPIDAAHVQVVVAPPAVYLDSTRQALRADFDTSAQNAWIS

NKGPSVADADVEVVIGCPFVYADYTREKLRQDWALSVQONCWIG
*

* * % * * ok

aa
TNGAFTGEISPG
KGGAFTGEVSAE
KGGAFTGEISVE
KGGAFTGELDAA

KGGAFTGEISAE
ok kok ok ke

Humano
Z.mays
S.oleracea
G.gracilis
E.gracilis
*+ aminoacidos conservados

Figura 17. Alineamiento de diferentes TPIl. El cDNA clonado de E. gracilis
corresponde al extremo amino terminal de la TPl de otros organismos. Las
regiones con a o b indican sitios cuya estructura secundaria son hélices « u hojas
f respectivamente (Hentze et al., 1994).

. pombe
.cerevisiae

~-VVGIDFGNSKTVIAVARNRAIDVIVNEVSNRSTPSLVSYGE
-—--FGLDLGNNNSVLAVARNRGIDIVVNEVSNRSTPSVVGFGP

MO0

.melanogaster

gracilis

.cruzi
.vulgaris

. pombe
.cerevisiae
.melanogaster
.gracilis
.cruzi
.vulgaris

. pombe
.cerevisiae
.melanogaster
.gracilis
.cruzi
.vulgaris

--VIGIDFGNESCYVAAARSGEIETLANDYSLRATPSFVAFDG
EVSKRETSCLVSFGE
~DVIGIDLGTTYSCVAVMEGDKPRVLENTEGFRATPSVVAFKG

NDVIGIDLGTTNSCVSVMEGKNPKVIENSEGARTTPSVVAFNQ
* * *

R-SRFLGEAAKSAEASNFRNTVGSLKRLAGRTYDDPEIKDIES
K-NRYLGETGKNKQTSNIKNTVANLKRIIGLDYHHP-DFEQES
K-KRIIGVAAKNQQOVTNMKNTVGGFKRLLGRKFNDP-HVQHEL
K-QRNLGEKALDQAVRNWKNTVGALKRLIGVKYDS-EAFRHEA
Q-EKLVGLAAKRQAVTNPQSTFFAVKRLIGRRFEDSN-IQHDI

KGELLVGTPAKRQAVTNPTNTVFGTKRLIGRRFDDPQ-TQKEM
* * * *h K

NFISAKLTEVD-GFVGAKVQYLNEETAFSNIQLIAAY
KHFTSKLVELDDKKTGAEVRFAGEKHVFSATQLAAME
TSIPARVEARGDGSIGIKVNYLGEDQHFGPEQLTAML
KFMKNKTRP DERGY--VELVRSL
KNVPYKIGRSSNGDAWVQD-ANGKQ--YSPSQVGAFV
KMVPFKIVKAPNGDAWVE--ANGQQ--YSPSQIGAFV

* aminoacidos conservados

Figura 18. Alineamiento de diferentes HSP70. Esta regidn se encuentra hacia el

extremo amino terminal de las HSP70.
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e) Expresion de los genes correspondientes a los cDNAs clonados

Se transfirieron aproximadamente 1 ug de RNA poliA® de los tratamientos
de 3y 6 hy 200 ng del tratamiento de 9 h de las dos condiciones estudiadas, a
membranas de nylon para hacer Northern blots (ver materiales y métodos). Las
membranas se hibridaron con las sondas marcadas con **P por la técnica de
“random primer". De las cuatro clonas analizadas, se logré observar la expresion
d|ferenC|aI de la triosa fosfato isomerasa (Figura 19). Si bien la cantidad de RNA
correspondlente a las 9 h fue baja, es posible observar mayor expresion en los
tratamientos obtenidos de las células cultivadas en presencia de Cd. A las 3 h hay
unaligera diferencia en la sefial del tratamiento expuesto a Cd respecto al control
que puede atribuirse a las diferencias en la cantidad de RNA. Esta diferencia se
hace evidente a las 6 h. Estos resultados pueden ser explicados ya sea porque la
exprés_ién de este gen se incrementa por la presencia de Cd o porque la expresién
del ;geh en las células control disminuye, Esta ultima opciéon podria estar
relajbidnada con una estabilidad alterada de los mensajes conduciendo a una
mayor vida media y por lo tanto a una mayor acumulacién, en el tratamiento con
Cd.

Los otros mensajes no pudieron ser detectados en ninguna condiciéon a

pesar de que hibridacién y los lavados fueron poco astringentes.

Cd -+ - + - +
‘268 —— Lo
188 ——

18S

3h 6 h 9h
Figura 19. Northern blot utilizando la sonda de la TPl. RNA poli A" de células
tratadas (+) y no tratadas (-) con Cd fue resuelto en geles de agarosa

desnaturalizante, transferido a membranas de nylon e hibridado con la sonda TPI
marcada radiactivamente. Las membranas se expusieron a autorradiografia.
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DISCUSION

1. En E. gracilis expuesta a Cd por 9 h existen niveles mas altos de GSH y FQs
La sintesis de FQ es uno de los mecanismos mas conservados y mejor
estudiados en respuesta a Cd en plantas (Grill et al., 1987), algas (Gekeler et al.,
1988), levaduras (Mutoh y Hayashi, 1988), C. elegans (Clemens et al., 2002;
Cobbett y Goldsbrough, 2002), y en Euglena gracilis. Sin embargo, estudios
recientes en levadura han mostrado.que existen otros metabolitos involucrados en la
respuesta a Cd y que, en muchos casos, los cambios observados a nivel de proteina
pueden correlacionarse con. cambios a nivel transcripcional (Vido et al., 2001;

Fauchon et al., 2002).
- Eneste trabajo nos interesamos en estudiar la respuesta de E. graC/l/s aCd a.

nivel. transcrlpmonal por medio de un analisis de expresion dlferencxal el éDNA-
AFLP. ' : o

Como punto de partida fue necesario determlnar las condncuones de cultuvo de
E. gracms en Ias que se llevaria a cabo el estudlo por lo que se hicieroh curvas de

creC|m|ento con diferentes concentraciones de C’ “Se encontré que el crecimiento
del cultivo se afectaba dependiendo de la concentracusn de metal al que fueran :
expuestas las células y que en todos los casos la viabilidad era mayor al 91%, por lo
gue dedujimos que el retraso en el crecimiento podia deberse a un retraso en la
division celular. De hecho, en un trabajo publicado por Falchuk y colaboradores
(1975) en el que estudiaron la morfologla de E. gracilis expuesta a Cd observaron la
presencia de células y nucleos excepcionalmente grandes, en los cuales ocurria
duplicacién del DNA, pero no la citocinesis subsecuente. Con base en estas
observaciones y con la idea de evitar la variacion producida por las diferencias en la
division celular entre células control y las cultivadas con Cd, empleamos cultivos
sincronizados y realizamos este estudio en momentos tempranos de exposicién al
metal. La sincronizacién de los cultivos fue posible por el hecho de que fotoperiodos
de 12 h luz y 12h obscuridad permiten sincronizar las células, ya que la divisiéon
celular se lleva a cabo en la obscuridad (Edmunds y Funch, 1969). Resultados
iniciales en este trabajo (datos no mostrados), obtenidos de células heterétrofas no
sincronizadas, mostraron que“la variacién en la expresion entre células tratadas y no
tratadas con Cd era muy grande. Estos resultados nos permitieron percatarnos de
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este fendmeno y considerarlo en el dlseno de los anéllsts reauzados postenormente
con células fotoheterotrofas (este trabajo) ;

Por -otra ‘parte, en un- estudio reciente de Watanabe y Suzukl (2002) seA e
‘mostraron estudlos prellmlnares en Ios que 1 h de exposmlén a 100 pM de CdCIz fue

suficiente -para causar: ruptura en el DNA, porlo que en este trabajo al haberse‘

utilizado una: concentramén mayor de Cd podria estar ocurrlendo lo mlsmo__Esto;

podria tener reperCUS|én en el desarrollo y en el patrén de expresnon genét:ca Sm' '
embargo cuando se inicié este trabajo existla unlcamente Ia evldenci |

en presencua de Cd las células pueden replicar su DNA (Falchuk et aI :
la slnte5|s de éste en cultivos sincronizados se lleva-a cabo ‘hacia'la’ seg hda'm adr' ;
del CIC|0 de qu (Edmunds 1982). :

Posterlormente se determind si a tiempos cortos de cultlvo en Cd‘
y 9 h de tratamtento ocurria la entrada de Cd a las células. Para: esto se determlné

esto ,53 6

doAde Cd intracelular observandose que ya a las 3 h  de cultlvo habia‘

acumulactén y que la cantidad de éste aumento con el tiempo dependiendo de la
concentracuon de metal en el medio. También se hizo el andlisis a las 12 h de
tratamlento y se observé una disminucion en el contenido del metal en las células
expuestas a CdClz 50 pM Esto coincidié con el aumento del nimero de céiulas en el
cultivo;’ es d__emr, q_ue‘ ;Ias,célula’s empezaban a dividirse y el Cd pudo haberse
repértido" ehtr'e las células hijas.. Coh el tratamiento de 170 uM de CdCl, las células
se d|v1d|eron en una menor, proporcuf)n siendo esta la posible explicacion de que
encontraramos mas cadmlo en ellas

En organismos como A tha//ana y levadura, concentraciones de 50 uM y 1
mM de CdCl; respectivamentefgh-el medio de cultivo, desencadenan una respuesta
a nivel transcripcional en varios de los genes de la via de asimilacién de azufre, que
involucra un incremento en los ‘niveles de GSH y FQ, los cuales son producidos para
contender con la toxicidad del metal (Xiang y Oliver, 1998; Dominguez-Solis et al.,
2001; Fauchon et a/ 2002) Por lo tanto, consideramos que el incremento en estos

metabolitos . en E. . ﬁ'expuesta a Cd podria ser un buen indicador de una
respuesta bloqulmlca del_cultwo al Cd. Asl que determinamos los niveles de cisteina,
GSHy FQa 3, 6 y 9 h de"k' xposmlén a Cd y en el control. Los resultados mostraron
que no eX|ste dlferenma en la cantidad de Cys en las condiciones y tiempos

anallzados En E grac;//s expuestas a 44.5 UM de Cd, existen incrementos en la

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |

54




cantidad de Cys respecto al contrbl de’sdé las 24 h (Coppellotti, 1998) sin embargo
no existen experlmentos menores a este tlempo En plantas de malz expuestas 50 =
uM de CdCIz hubo lncremento de~4’Cys aunque a partlr del segundo dla de s

2001)
respuesta a,Cdﬁ yﬂgvelf
podrla ir‘np‘ncaiiqaé {

y en mucho mayor cantldad de en algas comparada con la menor sintesis y mas
tardia -en E grac;l/s hace pensar que estos organismos podrian tener diferentes
mecanismos. para contender contra el Cd. Quiza inicialmente E. gracilis podria
emplear comp'ueStos como acidos organicos para quelar el metal y no recurrir a la
sintesis de FQs, incluso, considerando que se requieren 2 tioles para quelar 1
molécula de Cd?*, la cantidad de Cys y GSH disponible en la célula es suficiente
para quelarlo. Otra posibilidad podria ser que a las 3 h no se habla alcanzado la
cantidad minima de metal intracelular (mayor a 3 nmol/107células; Fig. 2) necesaria
para desencadenar la sintesis de FQs. También cabrlia la posibilidad de que el
tamario de la ' muestra no fueran suficiente y/o el método de analisis (derivatizacion
con DTNB) no fuera lo suficientemente sensible para detectar FQ en las primeras
horas de tratamiento. Esto podria corroborarse haciendo la derivatizacién con

e i o oy
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monobromoblmano que es. un método que permlte detectar pmoles de tioles a
diferencia del método empleado en este trabajo que Vpermlte detectar nmoles'
(Sneller et al., 2000) = e Sl

respuesta aI estrés por Cd (Zhu et al,, 1999a : 999b) aumente en respuesta al Cd y
sea mas rapida que la sintesis de FQ'y que por lo tanto los niveles de GSH no se
vean afectados, sino que incluso aumenten en presenma de Cd Los estudlos de Ia,

de estas enzimas en la respuesta a Cd en E. gracrlls

De manera interesante, a las 9 h de trataml ntc

como Cu, Cd, Zn, Hg, Ag, entre otros pueden lnducw Ia slntesus de FQs SIendo el Cd

el mejor inductor. Dado que en el medio de cultivo empleado en este trabajo
contiene minerales traza como Cu (0.78 uM) y Zn (339 uM), éstos podrian estar
induciendo la sintesis de FQs aunque en menor grado que el Cd.

2. Identificacion de algunos genes que incrementan su expresion en
respuesta a Cd

A partir de los resultados anteriores, se decidié realizar el analisis de
expresion diferencial empleando una mezcla de RNA poliA* de E. gracilis tratadas
con 170 uM de CdCl, por 3, 6 y. 9 h. A pesar de que no se encontraron diferencias
en los niveles de Cys, GSH y FCs entre las células control y las tratadas por 3 h con
CdCl, se mcluyé tamblén ese ‘RNA porque ya a ese tiempo, se encontré Cd dentro
de las células Io cual podr[a estar induciendo cambios en la expresion genética sin
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que necesarlamente se observaran camblos en los nuveles de |os metabolltos B

estudlados como nndlc dores

comprobar Ia expreSIén d|ferencual por Northern
. De los siete cDNAs expresados dtferenc

condiciones de hlbndamén sélo se Iogré o’
parecido a la TPI (clona 2.1). Probablemen e
que no pudimos detectar, por lo cual no se 6bservaron sel _
verificar la expresidn diferencial de los genes |denttf"cados tendrén qu 'probayrse"'
otras condiciones de hibridacion, emplear mas RNA en las membranas a h}lbnd.avr o}

utilizar un RT-PCR cuantitativo o semicuantitativo.

Proteina de respuesta a estrés por calor !

A partir del cDNA proveniente de la clona 2, se obtuvo una secuencia que al
ser traducida presenta homologia con un miembro de la familia de las proteinas de
estrés por calor, la HSP70,

Estas proteinas forman parte de un sistema de chaperonas presentes en
todos los organismos y muchas de ellas se expresan por calor, drogas, analogos de
aminoacidos o ‘metales pesados, incluido el Cd (Lindquist, 1986; Abe et al., 1994,
Liaoy Freedm'an; 1998; Carginale, et al., 2002; Vido et al., 2001).

Eh E. gracilis ya se habia reportado que la incubacién con 500 uM de CdCl; o
calor induce la expresion de proteinas de pesos moleculares alrededor de 40, 50, 70
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y 90 kDa (Barque et al., 1994, 1998‘)' Aderhés' por inmunodeteccién utilizando
anticuerpos anti-HSC73 vy antl HSP72 (mlembros de la familia de las HSP70) se
determiné que células de E: gracms adaptadas a Cdipor varios afos o expuestas
momentaneamente a calor expresaron cantldade
relacionada con HSC73 y.ho HSP72 (Barque efa/ ~2000)

En condiciones normales Ias protein HSC?{O ,55 n,

elevadas de una prote[na—

esta medlada prmmpalmente por un factor de transcripcién Ilamado HSF1 Este,
factor. se. une ala egion promotora de los genes hsp70 y hsc70 en un snto IIamado
“heat shock elemeht“ (HSE) con la consecuente activacién de la transcrlpmén
(Monmoto' 993) En levadura, el HSE juega un papel importante en la respuesta al
estrés por calor sin embargo no se ha estudlado su implicacion en el estrés por Cd
El hecho de que las HSP70 se expresen en células expuestas a Cd (VIdO et al .
2001) sugnere que un mecanismo semejante al de estrés por calor pudlera estar
mvolucrado L
. La regulacion mediada por HSF1 es un mecanlsmo complejo Y. unque es ’
paremdo entre organismos, existen dlferenc1as |mportantes En ‘S, F1

conservados probablemente como una consencuencia de camblos en |a estructura
de la ,cromatlna (Giardina y Lis, -1995; ‘Estruch, 2000). En mamiferos la regulacion
involu‘c’rba'i, véribs pasos que son la localizacién nuclear, la trimerizacion de
mQhofiméros de HSF1 para que pueda unirse a DNA y una fosforilacién inducida por
estrés que hace a HSF1 activo, la cual es distinta de la fosforilacién constitutiva que
reprime la capacidad de HSF1 para activar la transcripcion de genes hsp70 (Cotto et
al.; 1996, Kline y Morimoto, 1997).

A pesar de que la via de activacion transcripcional de hsp70 en estrés es
cada vez mas clara, no se sabe cual es el papel del Cd dentro de la cascada de
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transduccién: de seﬁales Probablemente la respuesta esté relacaonada con la
transcrlpclon de

generacubn de protelnas dafiadas. Incluso, se ha observado q

los: genes de “las - HSPs se correlaciona ‘con.: nlveles,v Itos ‘de proteinas

desnaturallzadas o mal plegadas, por lo que se: ha especulado que las. proteinas

desnaturallzadas secuestran a las HSP70 y que la disminucién en los niveles de
proteina ocasiona la activacién de la transcripcién de su gene (Morimoto, 1993,
Estruch, 2000). Sin embargo, estudios recientes en S. cerevisiae mostraron que la
sobre-expresion de HSP70 no inhibe la respuesta al estrés por calor, sugiriendo que
los niveles de HSP70 no son el tnico elemento que desencadena la resbljésta
(Hjorth-Sorensen, 2001).

Triosa fosfato isomerasa ,

Otro de los cDNAs que se expresan diferencialmente en respuesta a Cd,
proveniente de la clona 2.1, codifica. una proteina que tiene homologia con la trlosa ,
fosfato isomerasa (TPI), Esta es »la enZ|ma que cataliza la formacién de
gliceraldehido-3-fosfato. (G3P) a part‘“' de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en Ia
‘ vue E. gracilis tratada con Cd por-3,6,y 9 h
mejante a la TPI, posiblemente la isoforma

glucolisis. En este trabajo se encont
incrementa la expresmﬁn de: un gen
cloroplastica; pues al comparar la secuencna de aminoacidos de E. gracr//s con la de
otros orgamsmos el porcentaje de ldentldad mas alto fue:con la TPI cloroplastica de
S. oleracea. Ademas esta reportado que en. E grac;//s eXIsten dos isoformas de la
TPI, una-cloroplastica que predomlna en células fotoautétrofas y otra citosdlica que
predomina en los cultivos heterotréficos (Mo et al., 1973).

En un estudio del efecto del Cd sobre la fotosintesis de E. gracilis se reportd
que la exposicién a 0.1 uM de CdCI; ocasiona una disminucién en el contenido de
triosas fosfato: gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato (De Filippis y
Ziegler, 1993), pero no se analizé el efecto sobre la actividad o la expresion de las
enzimas que sintetizan estos metabolitos por lo que no puede descartarse una
regulacion a nivel transcripcional.

No existen reportes de la regulacién de |la expresidén genética de la TPI por Cd
en otros organismos. Sin embargo, se ha reportado que puede ser regulada a nivel
transcripcional en levadura, bacterias y plantas ante diferentes tipos de estrés, tales
comb frio, calor, deficiencia de nitrégeno, deficiencia de glucosa y estrés osmético
(Umeda et al.,, 1994, Minhas y Grover, 1999; Rodriguez-Vargas et al., 2002, Prasad
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et al., 2003). Ademas, en algunas ocasiones, el incremento de su expresion coincide
con el incremento de la expresién de otras enzimas de la glucodlisis tales como
glucosa  fosfato  isomerasa, fosfofructocinasa-1, - gliceraldehido-3-fosfato

deshldrogenasa enolasa y aldolasa. Y la respuesta puede depender del tlempo de Lo o

estrés al que se sometan las células (Umeda et a/ 1994 Mlnhas y Grover, 1999)
No se sabe el mecanlsmo medlante el cual se: regula la: expresubn ’
enzimas bajo estrés. Pero el hecho de que su expre5|én camble en
situaciones sugiere que se trata de una respuesta general de adaptl
relacionada con camblos en-los niveles energéticos (ATP) (Plaxton 1996
Apoyando esta idea, un analisis de la expresion genetlca d

expuesta a calor estrés oxudatlvo estrés osmético, deficiencia de ami

otros, mostro que exasten cambios en la transcripcion, especiflcos p
otros camblos generales que son comunes en todos los estreses. En
genes comunes se encuentran algunos de la glucdlisis (Gasch et a/ ‘2000 L

Por ofra parte, Kriegery Ernst (1994) reportaron que el mRN fde 'a TPI de S
cerevisiae es estabilizado por Fe. Aunque no se estudié el mecanlsmo |mp||cado el

Cd*, podria ocupar el luga 'e en este proceso por el hecho de ser ambos

metales divalentes. Sin’ emb'

: I_panorama descrito antenormente es mas
or de Ia posmle TPI sea una respuesta de

probable que el camblo en
adaptacion general, como ocurr en: otros organlsmos

Proteina de unién a poli-A , T

Se cloné también un cDNA que al ser traduc1do codlf“ca una posible proteina
que une poli-A (PABP, por sus siglas en inglés). Esta proteina es importante para la
formacién de la cola de poli-A en el mMRNA y para la iniciaciéon de la traduccién (Zhao
et al., 1999). El cDNA de la posible PABP de E. gracilis presenta dos regiones que
podrian unir RNA (RRMs).

La sintesis de mRNA funcional en eucariontes requiere de modificaciones
postranscripcionales: ehtre las  que se encuentran el corte del extremo 3' y su
pohademlac;on El cor’ce del mMmRNA se lleva a cabo en sitos especificos reconocidos
por diversos factores de transcrlpcubn tales como CPSF (cleavage/polyadenylation
specificity factor) en mamiferos y CF1 (cleavage factor 1) en levadura, entre muchos
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otros, Una vez que el DNA ha S|do cortado se recluta una poll-A pollmerasa (PAP)

que ad|c10na Ia cola de poli' A Se ha observado que en mam(feros la: slnte3|s de |a

rentérs fases de desarrollo
man cuando disminuye la
fuente de alimentacién o hay sob_yr‘_‘ fémenta la- expresion de una- -
PABP (Cherkasova et al., 2000). En

mensaje de PABP asociado con défeéto

'bservé el incremento. de un -
el mclo»celular aunque no se sabe suf"_'
papel en este proceso. Se suglere que_la sobre:- exﬁresién de esta protefna ,odria’
interferir con la traduccién de mRNAs mvolucrados en el ciclo celular (Tallada et al,
2002). ;
No existe informacién acerca de cambios en la expresién de PABP
ocasionados por metales pesados, incluso en este trabajo no fue posible corroborar,
por Northern blot, la aparicién de este mensaje en células tratadas con Cd. Si
verdaderamente este mensaje aumentara en respuesta a Cd, y que la PABP que
codifica también se incrementara, una posibilidad es que la actividad de esta
proteina pudiera estar correlacionada con el defecto en la divisién celular observada
en éste trabajo, como ha sido descrito para levadura. Otra posibilidad seria que la
actividad de esta proteina fuera la de madurar o participar en la traduccion de

mensajeros especlficamente necesarios durante el estrés por Cd.

e P,
e e e snb
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Fragmento de cDNA no identificado ;
Ademas de los cDNAs mencionados, se- cloné -un: fragmehfd de

~,con el banco de

aproximadamente 100 pb que al ser tradumdo Yy comparad
proteinas, no mostré homologia con ninguna secuencua Se hIZO una comparacuﬁn
de su secuencia de nucledtidos utilizando BLAST en Ia modalldad de comparacion

de secuencias pequenfas. Inicialmente: se pensé que podria tratarse de una
secuencia regulatoria que pudlera estar presente en alguna reglén no traducida del

mensaje y que: pudlera correlamonarse con ‘alguna senal para estabilidad o

degradacién de mensajeros en respuest‘ w"trés EI anéhsns produjo al menos
treinta secuencias semejantes en /d -
identificacién con nlngun gen con00|d ‘N

en donde estuweran estas “clonas, pc lo tanto*‘ no podemos sugerlr que

‘mayoria de ellos sin una

correspondan a mnguna reguén ’egulador', NP ‘rtlcular
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CONCLUSIONES

En Euglena gracilis:

1)

2) |

3) Se encor
; PABP md_ cen su ‘expresién en respuesta a Cd,

4)

5)

Existen cambios en la expresuSn genetlca por eI tratamlento con CdClz 170

1M a tiempos cortos. .

Un gen semeja

Ia exposwl

evndencna de que genes semejantes a ,a,;Una :

Hay acumulacnon de Cd dentro de las células a tuempo cort y 9 h)
de exposnmon La acumulacion es dependiente de Ia concentracuon de Cd

en eI medio. :
La exposmlon a 170 pM CdCl; a tiempos cortos no modlflca eI.contenldo
de Cys Sélo se observan diferencias en el contemdo de GSH entre las
células con y sin Cd hasta las 9 h de cultivo.

Se observa sintesis de FQ en los cultl‘vos tratados cdn 170 1M de CdCl; a
partir de 6 h
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PERSPECTIVAS

1)

2)

3)

4)

5)

Corroborar la expresion diferencial dela- HSP70, PABP y de la secuencia
de 100 pb.

Ya que se ha visto que la TPI aumenta su expresién con la exposicién a
Cd, podria analizarse ‘su: _actlwdad enzimatica en estas mismas

condiciones para establec xnste un incremento en la cantidad: de

enzima. R G ‘ :
En este trabajo se comparé el patrén de expresion de E. gracilis con y sin
Cd utilizando 49 combinaciones de oligonucleétidos sin emb'argo seria
posiblé hacer hasta 400 combinaciones que permitirian tener un panorama
mas amplio de la respuesta a Cd en E. gracilis. Aunque debido a que las
células empleadas en este trabajo no fueron seleccionadas por resistencia
a Cd, la expresién diferencial encontrada pudiera no estar correlacionada
con mecanismos de resistencia sino solo de respuesta general al estrés;
por lo tanto, seria interesante realizar estudios de expresion genética con
células seleccionadas para resistencia a Cd.

De los genes que se confirme la expresion diferencial y que resulten de
interés, sera importante aislar los cDNAs completos a partir de una
biblioteca y analizar su expresién a lo largo de las diferentes fases de
desarrollo del cultivo, con la finalidad de determinar si Unicamente son
genes de respuesta temprana a Cd o si su expresidn es regulada
diferencialmente con Cd a través del desarrollo. Con los genes completos
se podran hacer experimentos de expresién de proteina recombinante en
sistemas heterdlogos como bacterias o levaduras que permitiran analizar
su funcién y actividad.

Dado que se tiene bien caracterizada la respuesta bioquimica de la via de
asimilacion de azufre y que ésta juega un papel importante en la respuesta
de E. gracilis a Cd, seria importante complementarla con estudios de
expresion genética de las enzimas involucradas tales como la y-

glutamilcisteina sintetasa, glutation sintetasa y fitoquelatina sintetasa.
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APENDICE
Medio de cultivo glutamato/malato (Schiff et al., 1971)

Minerales traza

M MgSO, 5gen20mL
N (NH4)2HPO4 2 gen 10 mL
K KH2PO, 2gen10mL
A

ZnS0O,47H0 2249
MnS0O,44H0 2049
NaMoO4 2H20 0.5 g

CoCl; 6H,0 0.040g~ -
Disolver en HCl y aforara 50 mL

B (1X)

CuS0,.5H,0 0.078¢g
H3BO3 0.057 g

Nal 0.023 g
Aforara 100 mL

Vitaminas (100mL)

Tiamina (B1) 0149
Vitamina B12 2 x 10 ®g (a partir de un stock 0 02%) -
FeCl;.6H,0 0.05¢g

Disolver en 10 mL de agua y esterilizar por fi fltramén aforar a 100 mL con agua
estéril.

Para 4 L de medio glutamato/malato:

glutamato 222 g

malato 88 g

CaCoO; 0.88¢

Disolver y afadir los siguientes minerales traza:
A 8.88 mL

B (5x%) 1.0 mL

M 8.88 mL

N 8.88 mL

K 17.7 mL

Ajustar pH a 3.5 y aforara 4 L. Estenl[zar 45 min a 15 lb y 121°C

Medio KME pH 7.2 ET
KCI 120 mM‘-

MOPS 20.mM
EGTA 2‘mM.,~
Glutation

Preparar un stock 100 mM de glutatlén Guardar en allcuotas a —70°C.,
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Tomar una alicuota de 10 pL y llevar a 10 mL de agua, Tomar 50 p.l para hacer
HPLC.

mL DEPGIL d"e agua

Agua tratadacon DEPC 0.8
Acetato de sodio pH 4.0 2M
Solucion D para extraccion de RNA

Tiocianato de Guanidina 4M
Citrato de sodio pH 7.0 25 mM
Sarcosy! 0.5 %
B-mercaptoetanol 0.1 M

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

Buffer para sintesis de segunda cadena de cDNA 5X

Tris-HCIpH 7.4 175 mM

MgCl, 20 mM
(NH4)2S04 5 mM

DTT 15 mM

Buffer para digestion-ligacion de adaptadores (AFLP)
Tris acetato pH 7.5 50 mM
Acetato de Mg 50 mM
Acetato de K 250 mM
Buffer de carga desnaturalizante 2X
Formamida 98 %
EDTA 100 mM
Xilen cianol 0.025 %
Azul de bromofenol 0.05 %
TBE 10X e
Tris base 108'g
Acido bérico 55g .
Stock de EDTA 0.5 M pH 8 40.mL

Gel de agarosa 1.2%
Disolver 0.3 g de agarosa en 25 mL de TBE afiadir 1 uL. de una solumén de
bromuro de etidio y vaciar. .
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Solucion de prehibridacion (40 mL)

Buffer de fosfato de Na 1M pH 7 26 mL
SDS 20% 7 mL
EDTA 0.5 MpH 8 40 pul
H,0 7 mL
SSC 20 X

NaCl 3M-
Citrato de Na 0:3:M
Medio LB ,
Peptona de caseina e A0 G
Extracto de levadura B g
NaCli ~10.g+

Disolver en 500 mL de aguayy : aforar a 1L Esterlhzar a. 121°C 15 Ib durante 15
min. Si se requiere preparar.| medno"sélld_p “alT ‘

de agar antes de esterilizar,’N i
autoclave. :

Medio SOC ' =
Medio LB mas glucosa esterlllzada‘p_r fltra
mM T

Buffer TENS S
Tris pH8 10
EDTA pH 8 A
NaOH 0.
SDSs 0

Buffer MOPS 20 X

MOPS 0.
Acetato Na (pH 7) 0.
EDTA 0.0

Gel desnaturalizante para RNA

3% formaldehido

Buffer MOPS 1 X

Agarosa 2% (1.4 g)

Disolver la agarosa en 64.4 mL de agua estéril, después afiadir 2.1 mL de
formaldehido (37%) y 3.5 mL de MOPS 20 X

Acrilamida (5%) para geles de secuenciacion

100 mL 200 mL
Acrilamida 4.75¢g 9.55¢g
Bis acrilamida {0.26g 05¢
Urea7.5 M 45 g 90g
TBE 10 X 10 mL 20 mL
TESIS CON
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Vector pGEM: (Promega)

Xmn'11994 _— R SR
: o ~ Nae | I
Scal 1875 . ' \2592 L —
' o NN\ o/ T7l 1 1stant
N LAape 14
Z y 20
\ g?
( )

Amp pGEMe-T jacz| Neol | 37
Vector T T Sac |l 46
(3000bp) Spe | 55
Not | 62
BstZ | 62
Pst | 73
Satl 75
Nde | 82
Sac | 94
ori BstX | 103
Nsi'l 112
126

T spPs

Vector utilizado para clonar las secuencias aisladas de los AFLPs
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Oligos disponibles para AFLP

Clave Nombre Secuencia
ML33 | Msel adapter.1 GACGATGAGTCCTGAG
ML34 | Msel adapter.2 TACTCAGGACTCAT
ML35 | EcoRl adapter.1 CTCGTAGACTGCGTACC
ML36 | EcoRl adapter.2 AATTGGTACGCAGTC
ML37 | Msel Core + adapter | GACGATGAGTCCTGAGTAA
ML38 |EcoRI Core + adapter | CTCGTAGACTGCGTACCAATTC
ML39 | U-EcoRI (EcoRl) GCGGAATTCCGTAGACTGCGTACCAATTC
ML40 | U-Mse.1(Pstl) GCGCTGCAGGACGATGAGTCCTGAGTAA
ML41 | U-Mse.2 (Sacll) GCGCCGCGGGACGATGAGTCCTGAGTAA
ML42 | Eco+1.1 AGACTGCGTACCAATTCA
ML43 | Eco+1.2 AGACTGCGTACCAATTCT
ML44 [Eco+1.3 AGACTGCGTACCAATTCG
ML45 |[Eco+1.4 AGACTGCGTACCAATTCC
ML46 | Eco+2.1 AGACTGCGTACCAATTCAA
ML47 | Eco+2.2 AGACTGCGTACCAATTCAT
ML48 |Eco+2.3 AGACTGCGTACCAATTCAG
ML49 |Eco+2.4 AGACTGCGTACCAATTCAC
ML50 |Eco+2.5 AGACTGCGTACCAATTCTA
ML51 [Eco+2.6 AGACTGCGTACCAATTCTT
ML52 |[Eco+2.7 AGACTGCGTACCAATTCTG
ML53 |Eco+2.8 AGACTGCGTACCAATTCTC
ML54 |[Eco+2.9 AGACTGCGTACCAATTCGA
ML55 |Eco+2.10 AGACTGCGTACCAATTCGT
ML56 |Eco+2.11 AGACTGCGTACCAATTCGG
ML57 |Eco+2.12 AGACTGCGTACCAATTCGC
ML58 |Eco+2.13 AGACTGCGTACCAATTCCA
ML59 |Eco+2.14 AGACTGCGTACCAATTCCT
ML60 | Eco+2.15 AGACTGCGTACCAATTCCG
ML61 Eco+2.16 AGACTGCGTACCAATTCCC
ML62 | Mse+1.1 GATGAGTCCTGAGTAAA
ML63 [Mse+1.2 GATGAGTCCTGAGTAAT
ML64 [Mse+1.3 GATGAGTCCTGAGTAAG
ML65 |[Mse+1.4 GATGAGTCCTGAGTAAC
ML66 | Mse+2.1 GATGAGTCCTGAGTAAAA
ML67 | Mse+2.2 GATGAGTCCTGAGTAAAT
MLB8 | Mse+2.3 GATGAGTCCTGAGTAAAG
MLE9 |Mse+2.4 GATGAGTCCTGAGTAAAC
ML70 |Mse+2.5 GATGAGTCCTGAGTAATA
ML71  |Mse+2.6 GATGAGTCCTGAGTAATT
ML72 |Mset+2.7 GATGAGTCCTGAGTAATG
ML73 [Mse+2.8 GATGAGTCCTGAGTAATC
ML74 |[Mse+2.9 GATGAGTCCTGAGTAAGA
ML75 |[Mse+2.10 GATGAGTCCTGAGTAAGT
ML76 |Mse+2.11 GATGAGTCCTGAGTAAGG
ML77 [Mse+2.12 GATGAGTCCTGAGTAAGC
ML78 |Mset+2.13 GATGAGTCCTGAGTAACA
ML79 |Mse+2.14 GATGAGTCCTGAGTAACT
ML80 |Mse+2.15 GATGAGTCCTGAGTAACG
ML81 |Mse+2.16 GATGAGTCCTGAGTAACC
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