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RESUMEN 

Eug/ena gracilis tiene la capacidad de crecer en presencia de metales 

pesados como el cadmio (Cd). Estudios a nivel bioquímico muestran que al igual que 

en las plantas y las levaduras, en E. graci/is el glutatión y las fitoquelatinas juegan 

un papel importante en la inactivación de este metal dentro de la célula. En 

organism~!:; C:?lll() le'!CC!dcur~ LC~~norhabditis elegans, se obseTVé:l qLIE3 en I~ 

respuesta .. a Cd podrían estar involucrados distintos genes y metabolit6s 

relacionados con el estrés oxidativo, daño a proteínas y DNA entre otros. Sin 

embargo, en ~I caso de E. graci/is, no existen estudios de biología molecular de la 

respuesta a Cd, por lo que en este trabajo el objetivo fue buscar genes que se 

expresaran en la fase temprana de exposición a este metal. Para ello, primero fue 

necesario establecer y caracterizar las condiciones del sistema de estudio. Tras 

exponer a E. graci/is por 3, 6 y 9 horas a Cd, se determinó el contenido intracelular 

del metal así como el contenido de glutatión y fitoquelatinas como indicadores de la 

respuesta bioquímica de las células al Cd. Se encontró que hay acumulación de Cd 

desde las 3 h, que los niveles de glutatión se modifican por el tratamiento 

únicamente a las 9 h y que la síntesis de fitoquelatinas se observa desde las 6 h de 

exposición a este metal. Con base en estos resultados, se decidió 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 

analizó la expresión genética diferencial de E. graci/is expuestas y no expuestas a 

Cd. Mediante este método se lograron identificar tres fragmentos de cDNA con 

mayor expresión en células tratadas con Cd. La secuencia de los cDNAs 

identificados muestran similitud con las proteínas HSP70, triosa fosfato isomerasa 

(TPI) y una proteína que se une a poli-A. Sólo fue posible corroborar la mayor 

expresión de la TPI en células expuestas a Cd por 6 y 9 h. 

----.. 
r.-•r·: ... ,-., • ., ')''[ 
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ABSTRACT 

Euglena graci/is is able to grow in polluted water containing heavy metals such 

as cadmium. Biochemical studies have demonstrated that the metabolites cysteine, 

glutathione and phytochelatins play an important role in cadmium detoxification of .. . , 

severa! organisms such as E graci/is; plants, algae, animals and yeast. However, in 

yeast and Caenorhabditis e/egans proteins and genes associated to oxidatii/e stress, 

DNA damage and prótein '~eíl'.atufalization arl1ong others, have béen-óbs~f"Vt3d~il1 

response to cadmium (Cd). 

Up to this moment; there are no m()le:cular stL1.dies focused on E. gracilis Cd 
~ • ' > • • • ••< ••' ""' •' ' oA • ••• • •' o '~ • <' • ' ,•,,, • ,., 

response. The aim of.this .\tJcirk was~ to searcfi far genes expressed in E. gracilis '" ·' ,, .-· ' .. · . .:;- •··· .... 

under short. term exposUre to:.cd. In ;arder to do this, it was first necessary to 
' . . ,, _-.. . . _: ,:·'.: ,·_:. .. · .. · .: : . : .. ·,.: ' . . ·:_ ;.; __ '. ~-:-' : . .' ·:· ,'.. ),·,:. - : ·. ::_· ,_' 

establish and charac:t~rize<tb~ stÜdyiQg cc)n~iti()IÍS.Cd accumulation was determined 

after, 3, . 6 a~d~S ·,¡, ;:g¡· h1et~L;e~~~.b~~~é. é~.~tE!ine, glutathione and phytochelatins 

contents· ~ere aisOdetérmin~d a·~'b.iochemi~a·I. s'ensors of cellular response to the 

metal. lt waS'fol.lndJh~t c~d~idl11 ~ccuiii'ü1ated élfter 3 h of exposure, that glutathione 

levels inde~sed ~ft~rfo' h ofcd · treatment, and that phytochelatins synthesis occurred 

after 6 h·'of)m~JaÚtreatrnent. Based on these results, we decided to work with E. 
-· _,. __ ... · .. -·- .. 

graci/is e)(pCl'sedfo cadmium for 3, 6 and 9 h. 

·· Using.C:pNA~AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) technique, we 

compared the génetic expression patterns between E. graci/is cells exposed and not 
- - .•, ' -

exposed ·to Cd. With this approach we were able to identify three cDNA fragments 

with increased expression in Cd exposed cells. Sequence analysis showed that 

these cDNAs are encoding a HSP70, a triosephosphate isomerase (TPI) and a PolyA 

Binding Protein. lt was only possible to corroborate the differential expression pattern 

of the putative TPI gene after 6 and 9 h of Cd treatment. 

• ., ••• ·1 m471~ ... jt_ ... , .. ¡,~N 
J. _, .. ,, ... ,. ..1 \.,/ 
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INTRODUCCIÓN 

Algunos metales pesados como Cu, Fe, Mg, Mn, Zn son indispensables para 

el funcionamiento celular, otros, como el As, Hg, Cd~ Pb son tóxicos aún a bajas 

concentraciones. El Cd, en particular, es un metal pesado· sin .actividad biológica, . '-';. ,- __ . -

contaminante del ambiente, que proviene principalmente de .ia industria minera, del 

acero y galvanizadora (Galvao y Corey, 1987). 

El protista Euglena gracilis crece de forma natural en aguas tohtaminadas por 
- ·' -·; ·- -.- ·-·, 

metales pesados, lo que lo hace un buen modelo para el estudio< de los mecanismos 

de resistencia a este tipo de contaminantes. 

E. graci/is puede captar Cd y compartamentalizarlo en cloroplasto (Mendoza­

Cózatl et al., 2002) y mitocondrias (Avilés et al., 2003) utilizándo probablemente los 

sistemas de transporte de metales esenciales como el Zn. ALigual que en plantas y 

levaduras, en E gracilis, el mecanismo de respuesta a Cd m~jor caracterizado es el 

incremento de .la cantidad de cisteina, glutatión y fitoquelatinas, cuyo fin es inactivar 

al metal (Coppellotti, 1989). En E. gracilis heterótrofa se ha observado además, el 

incremento eri la sintesis de ácidos orgánicos como citrato y malato que tienen alta 

afinidad por Cd·(Avllés;1t20o1)·.·,A;6lasÍ, la cantidad sintetizada de estos metabolitos 
··.c. · ·.2 -. ,;.·-. ' • • - • -· Í~~ '- --· .,;:::- ,._: - .• 

parece no'ser/sÚficiente para qúélar todo el Cd captado. Incluso, una comparación 

en la. ~rni~!>i'~ d~ fitoquelatinas de diversas algas y de E. graci/is en la fase 

logarftrriic::a·de crecimiento mostró que E. gracilis sintetiza la menor cantidad de 

fitoquel~tinas (Gekeler et al., 1988). A pesar de ello, las células son capaces de 

sobrevivir. 

Por otra parte, en otros organismos se ha detectado que la exposición a Cd 

provoca que se expresen genes y proteínas distintos a los de la vía de asimilación 

de azufre y que están relacionados con estrés oxidativo, reparación y degradación 

de proteínas y reparación de DNA. 

Lo anterior, sugiere que en E. graci/is podrían existir mecanismos adicionales 

a los relacionados con la vía de asimilación de azufre para contender contra el Cd y 

sus efectos. Adicionalmente, se propone que el tipo de respuesta podría depender 

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

r .,, . l \ I"!"': ·•r;·· r>r)rJ 
·' , .. - / ... r •• 3 
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En este trabajo interesa conocer genes que se expresen en respuesta a Cd 

en una .fase temprana de ~xposición al·.metal, analizando tiempos en los que los. 

efectos tóxicos .c:iú(l no sqn eyidemtes ¡Jera en los que ya se encuentra Cd dentro de 
• ' ', ••' '• ••o 

las célülascy·elláestefpróºdiicienao~moléculas para contender con este mental tóxico. 

Por la naturaleza de los experimentos, no se descarta la participación de la via de 

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

respuesta. 

ANTECEDENTES 

Cadmio 

Por definición, 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, nitrógeno y azufre como: 

:.;;.. Clase A: los que reaccionan más con el oxígeno {O>N>S) 

:.;;.. Clase B: los que reaccionan más con el azufre (S>O>N) 

:.;;.. Clase C: los que tienen afinidad intermedia 

A los metales pesados se les ha prestado mayor atención en los últimos años 

ya que la concentración 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 contaminación mundial anual por 

metales pesados fue mayor a la contaminación combinada por desechos radiactivos 

y orgánicos. 

La toxicidad de los metales pesados se relaciona con su capacidad para 

interaccionar con grupos sulfhidrilo de proteínas, asi como por su capacidad de 

generar radigales libres y por tener actividad ionoforética (Vallee y Ulmer, 1972, 

Díaz-Barrigat,1991 ). 

El Cd :es un metal pesado cuya concentración en la corteza terrestre es de 

aproximadamente 0.18 ppm (Trevors et al., 1986). La contaminación ambiental por 

este metal se origina principalmente por la actividad minera e industrial. Las 

industrias que contribuyen mayormente a la contaminación por Cd son las de 

-----. "t!"ri.:-:r-. ..... ,.)"'¡ . , .. ' •\ 
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baterías y acumuladores, cables eléctricos, celdas fotoeléctricas, procesamiento de 

metales (aleacignes ccmCd), colorantes, fertilizantes fosfatados y pesticidas (Galvao 

y Carey, 1987'); · 

.· Eii°gehefal~;el"Ca~esJoxiéfoffall'á los organismos y no tiene actividad biológica. 

El daño intr.ac~lul.~r gpasiorlado pbr Cd incluye la desnaturalización de proteínas, 

peroxidacióri de lipidos, ruptura de cadenas de DNA, daño en membranas celulares. 

Algunos mecanismos mediante los cuales el Cd podría estar ocasionando estos 

daños scm:. por unión a grupos tiol y carboxilo de proteínas y biomoléculas, 
.-_, ·' 

generación de especies reactivas de oxigeno y por tanto estrés oxidativo, interacción 

con mo~ómeros de fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina (Valle y Ulmer, 1972), 

además de c¡ü~púede ocupar el sitio del Zn en metaloenzimas disminuyendo su 
/; ' :'-._·,:- - ;;,.,'~ > 

capacidad cataJítiga o inactivándolas totalmente (Strasdeit, 2001 ). 

Desde 1.993, la Agencia Internacional de Investigación en Cáncer clasificó al Cd 

como carcinÓgE3no en humanos (Souza et al., 1996) en quienes una exposición 

crónica ocasiona la acumulación de este metal principalmente en hígado y riñones 

(aproximadamente el 50% del Cd absorbido se encuentra en estos órganos), siendo 

este último uno de los órganos más afectados. Las intoxicaciones agudas se 

caracterizan principalmente por trastornos respiratorios. La deficiencia de metales 

esenciales como Zn o Fe, facilitan la absorción de Cd en el intestino (Galvao y Carey, 

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, expulsión activa, 

compartamentalización, unión a compuestos celulares, biotransformación y 

atrapamiento extracelular (Moreno-Sánchez et al., 1999) (Fig. 1 ). En el caso 

particular del Cd, los mecanismos mejor conocidos son la expulsión activa, unión a 

compuestos celulares y compartamentalización. Estos mecanismos pueden 

encontrarse distribuidos en distintas especies como se verá a continuación. 

5 



Meº 

Unión a compuestos celulares 

• • 
Me?.___. 

Me2
' 

Atrapamiento extracelular 

Me2• 

/: 

Me2• Me2 • Me2 • 

Unión a la cubierta celular externa 

Transporte reducido 

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

a) Expulsión activa 

Algunos de los mecanismos de expulsión activa mejor estudiados son los que 

se encuentran en bacterias, específicamente los determinados por los operones 

cadA en bacterias gram positivas y el operón czc en bacterias gram negativas (Nies 

y Silver, 1995). 

El operón cadA está formado por los genes cadA y cadC donde cadA codifica 

una ATPasatipó P, induéible por exceso de Zn y Cd y cadC codifica una proteína 

reguladora. La primer ATPasa tipo P reportada en bacterias gram positivas fue del 

plásrnido pl258 de Staphy/ococcus (Novik et al., 1968), aunque ya se ha reportado 

su existencia en otras bacterias. El modelo básico de esta A TPasa incluye seis 

regiones transmembranales, una de las cuales (Cys-Pro-Cys) podría estar 

relacionada con la translocación del metal. Además contiene tres dominios 

citoplásmicos, 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 proteína (DNA­

binding transcriptional regulatory protein) que se une específicamente in vitro al 

'T'"i'c::rn °0N .. 1-J ~1.1 • .J \) 
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operador del operón oad. Los cationes divalentes alteran la unión de cadC in vitro y 

estimulan la actividad del operón invivo (Jiy ~ilver, 1995, NiE!s y Silver, 1995, Silver 

y Phung, 1996; Nies, 1999). 
' . 

El operón Czc c6aifica· proteínas tjüe fLihciónán como un antiportador 

catión/protón y que dan resist~npi~ ~ ~d. Zn y Ca. El operón mejor estudiado es el 

de A/ca/igenes eutrophus. Este operÓn del plásmido pMOL30 consiste en tres genes 
,; ,·,-., 

estructurales: czcA, czcB y czc(;. CzcA es el transportador de la membrana interna, 

CzcC el transportador deJa.membrana externa y CzcB uno que atraviesa las dos 

membranas. Otro gene descubierto posteriormente es czcD el cual codifica una 

proteína membran~l~Ue~'es Un sensor de cationes. También se ha propuesto la 

existencia dé un gene regulador llamado czoR que podría funcionar como un 

activador transcripcional. Mutaciones en czcABC provocan la pérdida de resistencia 

al Cd (Ji y Silver, 1995; Silver y Phung, 1996; Nies, 1999). 

b) Unión 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 ácidos orgánicos (Trevors et 

al., 1986; Nies, 1999; Clemens, 2001). 

Las metalotioninas son proteínas de bajo peso molecular ricas en cisteína 

(Cys) que pueden unir Cd y otros metales como Zn, Cu, As. Pueden encontrarse en 

plantas, animales, hongos y bacterias y su síntesis se induce a nivel transcripcional 

por la presencia de metales pesados (Steffens, 1990; Liao y Freedman, 1998; 

Cobbett y Goldsbrough, 2002). 

Las metalotioninas están clasificadas de acuerdo al arreglo de los residuos de 

cisterna. Las metalotioninas tipo 1 contienen 20 residuos de Cys conservados y están 

ampliamente distribuidas en vertebrados. Las metalotioninas clase 11 no tienen un 

arreglo estricto de Cys e incluyen a las metalotioninas de plantas, hongos y animales 

invertebrados. Algunas veces dentro de esta clasificación se ha incluido a las FQ 

como metalotioninas de tipo 111, aunque esto ha generado confusiones, pues a 

diferencia de las metalotioninas, las FQ no son producto de la traducción de un 

7 



mRNA sino de una actividad enzimática (Grill et al., 1989, Cobbett y Goldsbrough, 

2002). La furició.n de lcis me.talotioriina~s no se limita a proteger a los organismos 

contra Cd, tambié.n ~.e .han asociªdo. ccm lá homeostasis de metales como el cobre 

(KagTySctiaffer; 1988):·'. e•~· 

Las síntesis :de fQ constituye uno de los mecanismos más importantes de 
' ·-· ·--.,_. _.,,_ .. ·"-- ·_ -·->"-'- ___ ,. • 

respuesta a Cd. Involucra a ,la vía de asimilación de azufre, especialmente a la 

síntesis de glutatión· (GSH), eLcual es un tripéptido (y-Glu-Cys-Gly) que se encuentra 
- - - ~-- ------ - ---------··----=-=-~=-;=~-=--;~~= .. - ----

en todos los organismosyles sintetizado por medio de dos reacciones dependientes 

de ATP catalizadas ·~~~Ja~· e~zimas y-glutamilcisteína sintetasa (y-ECS) y glutatión 

sintetasa (GS) (Fig.·2). '.}Y< 
Las FQ son si~t~Üzcid~s a partir de glytatión (GSH), por la fitoquelatina 

sintetasa (FS) en una r~~é~ión de transpepÚd~ción (Grill et al., 1989). Tienen la 

forma general (y:-Glu-Cys)~-Gly dondef n~2~11 ;y pueden encontrarse en plantas, 

animales, algas, levaduras y protistas (Griiieial., 1989; Gekeler et al., 1988; Mutoh y 

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

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, 

aunque existen excepciones en plántulas de Triticum aestivum y Arabidopsis 

thaliana lo que sugiere que puede estar regulada de diferente manera o que su 

regulación depende de la etapa de desarrollo de los organismos (Clemens et al., 

1999; Lee y Korban, 2002). 

~ECS GS 
Cys + Glu 

7 
Y y-Glu-Cys v-Glu-Cvs-Glv 

ATP ADP +PI A~P +Pi 

FS 
__. (y-Glu-Cys)n-Gly 

Cd 

Figura 2. Síntesis de GSH y FQ. La síntesis de FQ ocurre en presencia de metales 
pesados como Cd. 

Dada la reactividad del Cd (y otros metales) con S, N y O, los ácidos 

carboxílicos como citrato, malato y oxalato así como los aminoácidos, son buenos 

ligandos. Wagner (1993) propuso al ácido cítrico como un ligando de Cd a bajas 
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concentraciones del metal. También se ha observado que en E. gracilis heterótrofa 

existen incrementos en el contenido de citrato en mitocondrias, aunque no es uno de 
-- _e_, __ -=, o,-c;_, __ ._., __ -_ =----- -- ; - __ ., º--;-

los principales mecanismo de resistencia(Ayiléseta/., 2003). 

e) Compartamentalización .. . . . 

Uno de los mecanismos de corrfp~~a·~ehta1iiadón mejor estudiados está 

estrechamente ligado a la síntesis de GS1-( y FQ ... Un. claro ejemplo de 
-- ~-

compartamentalización se encuentra en las levéJdura~ Sqhizosaccf7a(Of71Yc:;'e,s~ pombe 

y Saccharomyces cerevisiae. .... ·• . . . 

En s. pombe el Cd induce la sfntesis ele fQ, .las cuC1les pueden formar dos 

tipos de complejos, uno de bajo peso mólecular o LMW (3-4 kDa)y otro de alto peso 

molecular o HMW (6-9 kDa) qúe contiene 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 

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

formándose los complejos de alto peso molecular. El Cd adicional parece que emtra 

como ion por un antiportador Cd/H+ (Ortiz et al., 1995). Un sistema de transporte 

semejante se ha encontrado en el tonoplasto de raíces de avena (Salt y RaUser, 

1995). 

En S. 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 

transcripción además es incrementada por Cd (Li et al., 1996, 1997). 

Estos mecanismos no son exclusivos de levaduras, por ejemplo en la planta 

Si/ene 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. graci/is, organismo con vacuolas atípicas, se compartamentaliza 

tanto en cloroplasto en células fotoheterótrofas, como en mitocondrias en células 

heterótrofas (Mendoza-Cózatl et al., 2002; Avilés et al., 2003). 

T'.~SE CON 
F'.ALLA DE ORIGEN 9 



Otros mecanismos de respuesta a Cadmio. Regulación transcripcional y 

traduccional. 

En años recientes, con ayuda de técnicas de biología molecular y proteómica 

ha sido posible descubrir una gran cantidad de genes y proteínas que responden a 

Cd. Éstos se han clasificado de acuerdo a las propiedades o funciones que 

desempeñan las proteínas. En la Tabla 1 se presentan los genes cuya expresión se 

ve afectada por exposición de las células a Cd, mientras que en la Tabla 2 se 

presentan los estudi()Scen los que se observaron cambios en los niveles de proteína, 

aunque no siempre¡:s~Cdetermínó si existían cambios en los RNAs mensajeros. En 

general, encontr~,~·ósiªrüpos de genes y proteínas de la vía de asimilación de azufre 

(asociados cor\- 1~) ~íhtesis de GSH y FQ), de respuesta a estrés oxidativo, 

desnatür~lizaciÓh de proteínas, daño a DNA y metabolismo del carbono. 

Sólo en pocos casos se conocen los mecanismos mediante los cuales el Cd 

modifica la expresión de los genes y proteínas citados. En levadura, el factor de 

transcripción Yap1 p juega un papel importante en la regulación de la expresión de la 

enzima y-ECS, del transportador YCF1 y de algunas proteínas con propiedades 

antioxidantes tales como tiorredoxina reductasa, tioperoxidasa, Cu/Zn superóxido 

dismutasa y Mn superoxido dismutasa. Las levaduras mutantes en Yap1 son 

sensibles a Cd y tienen niveles bajos de las proteínas mencionadas (Wu y Moye­

Rowley, 1994; Lee et al., 1999; Vida et al., 2001 ). 

La regulación de la expresión genética de las proteinas de estrés por calor 

(HSP) en respuesta a Cd, está relacionado con un factor de transcripción 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. Además se ha visto que en células de mamífero, HSF debe ser 

regulado por fosforilaciones y unión a otras proteínas. Sin embargo, no queda claro 

el papel del Cd en esta respuesta (Lindquist, 1986; Morimoto, 1993; Hung et al., 

1998a, 1998b). 
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Tabla 1. Algunos genes cuya expresión se modifica por exposición a Cd. 

Gen Proteína Organismo Referencia 

mtl-1 Metalotioninas C. elegans Liao y Freedman, 1998 

Via de asimilación 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 

PRH19 
A. thaliana Harada et al., 2002 Adenosin 5' fosfosulfato 

PRH43 reductasa (APSR) B.juncea Heiss et al., 1999 
APSR2 

Atcys-3 0-acetylserine (thiol)lyase A. thaliana Domlnguez-Solls et al., 
1999 

y-glutamilcisteína sintetasa (y-
A. thaliana Xiang y Oliver, 1988 

gsh1 B.juncea Schaffer et al., 1998. 
ECS) S. cerevisiae Vida et al., 2001 

gsh2 Glutatión sintetasa (GS) A. thaliana Xiang y Oliver, 1988 

Antioxidantes 

TRXm TRXh 
Chlamydomonas Lemaire et al., 1999 

Tiorredoxina reinhardtii 

TRX2 

TSA Tiorredoxina peroxidasa 

TTR1 Glutarredoxina S. cerevisiae Fauchon et al., 2002 

AHP1 Alquil hidroperóxido reductasa 

CTT1 Catalasa T 

Estrés 

HSP12, HSP26, S. cerevisiae Fauchon et al., 2002 
HSP30, 

Proteínas de estrés por calor Humano Abe et al., 1994 HSP104, SSA4 
HSP70 (HSP) Chiondraco hamatus Carginale et al., 2002 

C. elegans Liao y Freedman, 1998 

DDR2 Reparación de DNA S. cerevisiae Fauchon et al .. 2002 

Metabolismo del carbono 

ALD3, ALD2 Aldehído deshidrogenasa 

PGM2 Fosfoglucomutasa S. cerevisiae Fauchon et al., 2002 

PDC6 Piruvato descarboxilasa 

Proteasas 

UBC5, UBCB Ubiquitin coniuqatinq enzvme 
Fauchon et al., 2002 

PRB1 Proteasa B 
S. cerevisiae 

- Ubiquitina 
Dictyoste/ium Muller-Taubenberger et 
discoideum al .. 1988 

Factores de transcripción 

MET32, MET30 
Factores del metabolismo de S. cerevisiae Fauchon et al., 2002 

metionina 
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Tabla 2. Algunas proteínas cuyos niveles se modifican por exposición a Cd. 

Proteína Gen Organismo Referencia 
Via de asimilación de azufre 

3'-Fosfo-5-adenosin fosfosulfato MET16 reductasa (PAPSR) 

v-ECS GSH1 
S. cerevisiae Vide et al., 2001 

ATPS MET3 

Propiedades antioxidantes 

TRXm TRXh Chlamydomonas Lemaire et al., 1999 Tiorredoxina reinhardtii 
TRX2 

Tiorredoxina reductasa TRR1 

Catalasa T CTT1 
S. cerevisiae Vide et al., 2001 

Tiorredoxina oeroxidasa TSA 

Alquil hidroperóxido reductasa AHP1 

Cu/Zn suoeróxido dismutasa 8001 

Estrés 
HSP12, HSP26, 

S. cerevisiae 
Protelnas de estrés por calor 

HSP82,HSP42, Vide et al., 2001 
HSP104, SSA4 (HSP) 

Barque et al., 
? E. gracilis 1994.1996,2000 

Metabolismo del carbono 

Glucosa 6-fosfato deshidroqenasa ZWF1 

Hexosa cinasa HXK1 S. cerevisiae 
Vide et al., 2001 

Enolasa EN01 

Transaldolasa TAL1 

Proteasas 

Subunidades del proteosoma PRE1, PUP2, 
MPR1 S. cerevisiae Vide et al., 2001 

Enzima activadora de ubiquitina UBA1 

El análisis proteómico de S. cerevisiae permitió conocer proteínas que 

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

la síntesis o desaparición de una proteína determinada. En un análisis reciente del 

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

cerevisiae disminuye la transcripción y síntesis de isoformas ricas en metionina (Met) 

y Cys. Por otra parte se incrementa la síntesis de las isotermas 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 síntesis de 
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GSH. Se observó también que existe una correlación entre la transcripción y las 

proteinas expresadas por lo que en ese trabajo se propuso que en S. cerevisiae la 

respuesta a Cd está regulada principalmente a nivel transcripcional (Fauchon et al., 

2002). 

Euglena graci/is como modelo para el estudio de los mecanismos de 

resistencia a Cd 

Euglena graci/is es un protista unicelular fotoheterótrofo capaz de crecer en 

aguas contaminadas con metales pesados, de hecho, es una de las especies más 

abundantes en hábitats dulceacuícolas contaminados por metales pesados 

(Fernández-Leborans y Novillo, 1995). 

En condiciones. q~ laboratorio, se ha observado que E. gracilis Klebs Z puede 

resistir diversas .concéntraciones de Pb, Cd y en menor grado Hg dependiendo de 

las condid6r1~~s
0

~ el~ bGltivo (Navarro et al., 1997). Se sabe que el Cd ocasiona la 

disminución del crecimiento, motilidad, fotosíntesis y respiración (De Filippis et al., 

1981; Nélvarro et al;, 1997). Por otra parte, la exposición a Cd por tiempos mayores a 

24 h ocasiona IPI incremento de los niveles de GSH, FQ, y Cys (Coppellotti, 1989). 

Esto indica que al igual que en organismos como plantas y levaduras E. gracilis 

incrementa la sintesis de estos metabolitos para quelar al Cd. Otro tipo de respuesta 

a Cd en E. gracilis es el incremento en la cantidad de proteínas de estrés por calor 

(HSP) (Barque et al., 1996). 

Navarro et al. (1997) encontraron que cultivos autótrofos de E. gracilis son 

capaces de remover hasta un 30.6% de Cd de un medio de cultivo con 100 ~tM de 

CdCl2. Sin embargo, los mecanismos de captación de Cd que utiliza E. gracilis son 

aún desconocidos, pero se ha propuesto que es a través del sistema de transporte de 

iones esenciale.s como el Zn (Falchuk, et al., 1975). Una vez dentro de las células, el 

Cd es compartarl1entalizado en cloroplastos (Mendoza-Cózatl, et al., 2002) o en 

mitocondrias en el caso de cultivos heterótrofos (Avilés et al., 2003). 

Si bien existen diversos trabajos en los que se han estudiado los daños y 

respuesta a Cd en E. gracilis, la mayoría de ellos están enfocados al estudio de la via 

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

13 
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cDNA-AFLP 

En este trabajo se hizo la comparación de la expresión genética de E. grací/is 

control y tratada con º Cd º con la finalidad de identificar genes expresados 

diferencialmente en una u otra condición, esperando que dichos genes pudieran 

estar asociados con la respuesta a Cd. 

Existen diversos métodos para hacer análisis de expresión genética 

diferencial tales como "RNA-fingerprinting by arbitrarily primed PCR" o RAP-PCR y 

"differential display". Sin embargo, estos métodos tienen problemas de 

reproducibilidad, dificultad para el aislamiento de mensajes de baja expresión y 

generación de falsos positivos. Estos problemas surgen principalmente por el uso de 

oligonucleótidos al azar y por las bajas temperaturas utilizadas para la amplificación 

de cDNA (Bachem et al., 1998). 

El AFLP (por las siglas Amplified Fragment Length Polymorphysm) es una 

técnica que permite comparar cDNAs realizando amplificaciones por PCR, utilizando 

oligopucléótidos específicos que permiten controlar los inconvenientes de los otros 

métodos (Bachem et al., 1998; Liscum, 1999). 

Antes de iniciar el AFLP, se sintetiza cDNA de doble cadena a partir de RNA 

poliA¡.. Partiendo del cDNA, la técnica puede dividirse en cuatro partes (Fig. 3): 

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

restricción, 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 EcoRI (menor 

frecuencia de corte). 

11. 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 restricción 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 reacción de ligado se hace en presencia de las 

enzimas de restricción, los adaptadores llevan una base modificada en el 

-------~--·-----"" 
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sitio de corte, por lo tanto los adaptadores unidos no podrán ser cortados 

nuevamente. 

111. PCRs. Los fragmentos con adaptad()res conforman una población 

heterogenea en la qiJeºpGed~n;éxistW~fragmentos con dos adaptadores 

EcoR1, con dos Msel o bien cori uno EcoRI y otro Msel. Por lo tanto debe 

homogeneizarse por medio de una reacción de PCR que se denomina 

preamplificación. En esta reacción se utilizan oligonucleótidos llamados 

Msel y EcoRI con secuencias complementarias a los adaptadores. En esta 

reacción se amplifica preferentemente la población flanqueda por Msel y 

EcoRI. Los motivos de esto son que la población EcoR1-EcoR1 es muy 

baja, que los oligos Msel tienen una temperatura de unión al molde más 

baja que EcdR1 y que los fragmentos flanqueados por Msel tienen 

secue11cias invertidas repetidas en los extremos por lo que puede formar 

estructuras tallo-asa que impidien la unión de los oligonucleótidos (Vos et 

al., 1995). Después de la preamplificación, se hace la llamada 

amplificación AFLP que consiste en una segunda reacción de PCR en la 

que se utilizan cebadores que tienen una secuencia complementaria a la 

de los adaptadores y además tienen dos bases adicionales en el 3' que 

deberán ser complementarias al mensaje que se va a amplificar, de otra 

forma, la Taq polimerasa, que carece de actividad exonucleasa 3'-5' no 

podrá iniciar la síntesis de la cadena. Uno de los cebadores se marca con 
33P, en este caso el EcoRI. 

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

poliacrilamida que posteriormente se revela por autorradiografía. 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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111 

IV { 

cDNA 

Msel + EcoRI 

1 Pegar adaptadores Msel 
y y EcoR1 

Msel =======EcoR1 

EcoR1 EcoR1 
Msel Msel 

Preamplificaclón por PCR 
usando ollgos Mse1 EcoR1 

EcoRF======Msel 

PCR con 
oligos Msel y 
EcoR1 
modificados 

EcoR1 =======Msel 
1 ... 

Análisis en gel de 
secuenciación 

AGACTGCGTACCAATTCXY (16) 
GATGAGTCCTGAGTAAXY (16) 

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



HIPÓTESIS 

En organismos como Saccharomyces cerevisiae y Caenorhabditis e/egans se 

han descrito genes relacionados cooestrés.oxidativo, tjaño a.Df'Jf\ •. d~gra?Cl_ción y 

reparación de proteinas, que modifican ;u e~presió~ en respuesta a Cd, En Eug/ena 
. ·., ' .: ' 

graci/is se espera que al igual que en otcos;~9rnªriLsrJtc>s, ~x~.tª°o.g~oes.c.r~gu_la.c:los a 

nivel transcripcional, además de los de 1~i víél de asimilación de·azufre, que le 

ayuden a contender contra el Cd. 

OBJETIVOS 

Objetivo General 

Identificar genes expresados en respuesta a Cd en Eug/ena gracilis. 

Objetivos particulares 

l. Establecer y caracterizar las condicio.nes de estudio determinando los siguientes 

puntos 

a) Crecimiento y viabilidad de E. gracilis a diferentes concentra~iones de Cd. - . ';. . ' . . . '" ·,,-. :~ .. '.- . - - .-,- - - - - - - ·-. - -. . . -. . - - -· -- - - ' . --

b) Captación de Cd. 

c) Contenido de GSl-:I, C~~9~EQ.;· 
... ··< .····· ......... ·.· > .. . 

11. Analizar los cambios e~ la· expresión genética de E. gracilis ocasionados por la 

exposición a Cd 

a) Comparar lós c~n'l~ios de expresión genética de células control y expuestas a 

Cd empleando lá técnica de cDNA-AFLP. 

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

expresión diferencial en respuesta a Cd. 

17 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

l. Establecimiento y caracterización 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) 

• Determinación de la viabilidad y la división celular 

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

11. Cambios en la expresión genética de E. graci/is ocasionados por la 
exposición a cadmio 

Cultivar y cosechar células control y tratadas 
con Cd por 3, 6 y 9 h 

+ 
Purificar RNA poliA + 

+ 
Síntesis de cDNA 

• Comparación de patrones de expresión por medio de cDNA-AFLP 

+ 
Clonación:.de los fragmentos con supuesta expresión diferencial 

+ 
Verifi.caci.ÓrJide la expresión diferencial por medio de Northern blot 

+ 
Identificación y comparación de las secuencias de los cDNAs expresados en 

respuesta a Cd 

TESIS CON 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo y cosecha de células 

a) Cultivo fresco 

Se sembraron 0.2x106 células/ml en un medio de cultivo con glutamato y malato 

como fuente de carbono (ver apéndice). Se cultivaron durante 4 días (fase 

exponencial) con ciclos de 12 h luz (60-70 µmol quanta/m2s) y 12 h ~bscuridº~d. 

b) Cultivos utilizados para la extracción de RNA 

1. Cuatro L de medio de cultivo fresco fueron sembrados y cultivados como se describió 

en el apartado anterior. Las células se cosecharon por centrifugación a 5000 rpm, 5 

mina 15ºC, en un rotor de ángulo fijo empleando una centrífuga 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 dilución 1: 1000. 

4. Se resembraron en 8 matraces con 1 L de medio de cultivo cada uno, a una 

concentración de 1.5x106 células/mL. 

5. A4de lo.s ª.~ de medio de cultivo se les añadió CdCl2 a la concentración requerida a 

partir de .ún stock 50 mM. 

6. Luego de.3íc,6'y 9 h de haber sembrado, se recolectaron aproximadamente 1.3 L de 

célula~ cen:fofugando en frascos limpios (no necesariamente estériles) a 5000 rpm. 

Se lavarcm6~rí medio KME (ver apéndice). Se pasaron a tubos de plástico de 50 ml 

y se volvJ~rQna centrifugar en una centrífuga de mesa con rotor de columpio á3,0QO 

rpm, 5 min. El paquete celular se congeló inmediatamente con N2 liquido, 

Para la obtención de células a las que se midió Cd, GSH, Cys y FQ se siguió el 

mismo procedimiento pero se cosecharon únicamente de 15 a 25 mL ·de cultivo y se 

incluyó el análisis del tiempo inicial. 

Determinación de viabilidad 

1. Se tomaron 100 ~1L del cultivo y se hizo una dilución 1: 1 O. Se añadió azul de tripano 

a una concentración final de 0.05% y se dejó incubando 1 O minutos. 

TI:,SIS CON 
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2. Pasado este tiempo, se inmo.vilizaron las células con 1 O µL de HCI concentrado. Se 

tomó una alícuóta de 1 O ¡.tLdecélulas y se colocó eri un 1lerri9cit~:m1~tr(). 

3. Se contó el número de células totales y de células rojas.(células muertas alas que 

entró el color~nte) para d~terminar el porcentaje décviélbilidad. 

Captación de cadniio 

1. 1x107.células_.(de_0.3 i:U mL) fueron digeridas con 0.5 mL de H2S04 al 99% v/v y 2.5 
--- - ~---- - ~- --.-o --- ---..oo-.-- ------ _ O----=.-o;=-- =-=-·~=e-'-'.-=·-=---· ---~0 - _ _::__ _ ~----'----- - - --- __ --oc_-~ -.=_-o_- _. · __ _ --= 

mL de HN03ar?o% (v/v) durante 3hóras: 

2. Esta mezcla se llevó a un volumen finál de 1 O mL. . . . -. . 

3. Se determinó el contenido de Cd por'.meclio de un espectrofotómetro de absorción 

atómica (SpectrAA 640, Varian) a 228.8 nm con una flama apoyada. por aire y 

acetileno. 

Determinación de cisteína, glutatión y fitoquelatinas 

1. Se hicieron extractos ácidos mezclando 200 ¡.tL de ácido perclórico al 30%, 15x106 

células y el volumen necesario de medio KME para aforar a 2 ml, se agitó con vortex 

por 45 s. 

2. El extracto se centrifugó a 1000 g durante 5 min y el sobren.;;idante se filtró con filtros 

de 40 ¡.tm. 

Se empleó una .columna analitica Waters C-18 Sphéri¿ªrt5;·¡s5 ODS2 de 4.6 mm x 
- --:;- - .--·-···"'---=º---=~,,-~> s-_-,_-,--,-~_-"- ' 

150 nim de fase reversa (Waters PSS 83t913)JiLcii~._6óluiTiná fue equilibrada con 

H3P04.0.Cl5% (v/v) a una velocidad de flujoae:flTll_/rnin. La presión total a la que se 

realizó la cromatografía fue de aproximadamente 3600 PSI. 

3. Se inyectó una alícuota de 50 ¡.tl del extracto ácido y se analizó en un gradiente 

lineal 1-20% de acetonitrilo en H3P04 0.065 (v/v) durante 50 min. Los compuestos 

con grupos tiol se detectaron a 412 nm en una derivatización post-columna con 

DTNB 0.1 mM (Grill et al., 1987) usando un detector de absorbancia Waters 2487. 

Como estándar se usaron 5 nmol de GSH. 

4. Los picos obtenidos fueron integrados manualmente utilizando el software PW 

Reporter 2 proporcionado por Waters. 



Purificación de RNA total (Chomczynski y Sacchi, 1987) 

1. Se cosecharon células de E. gracilis comp se describió previamente. 

2. Se tomaron 1.5 g (peso fresco) de células y se trituraron con N2 liquido en un 

mortero previamente enfriado hasta obtener un polvo fino. 

3. Se prepararon 15 mL de solución O con ¡3-mercaptoetanol (ver apéndice). 

4. Se añadieron 5 mL sobre las células congeladas en el mortero y se mezcló bien con 

ayuda del pistilo. 

5. La pasta que se formó, se pasó a un tubo de vidrio estéril (Corex) con tapa y se 

adicionó el resto de la solución O, mezclando perfectamente. 

6. La mezcla se separó en dos partes iguales. 

7. Se adicionó secuencialmenté 1 rni: de acetato de sodio 2 M, pH 4.0, 1 O mL de fenal y 

2 mL de clo~bt~rrno-al~oh~l·'iso~mflico 49:1, mezclando perfectamente por inversión 
. ' ·.'-:". ;, ' .. 

después de adicionarcádaTeactivo. La suspensión final se agitó vigorosamente por 

1 o s y fue incubada en hielo por 15 min. · 

8. Se centrifugó a 10,000 x g por 20 min a 4ºC en un rotor de ángulo fijo en una 

centrífuga Sorvall RB-X. 

9. La fase acuosa se transfirió a un nuevcbubo. Se repitieron de dos a tres .v.eces los 

pasos 6 y 7 cuando después de la centrÍiu9~cipn aún se. vela· una capa bl~nca en la 

interfase (proteína precipitada). . . . . 

1 o. La fase acuosa se pasó a un nuevo.tÜfao~.y s'é ~ei~IÓ\c()~ Io .mL'.de isopr6panol 
h~lado, se incubó a -20ºC por 1·N;:. ,.,. <+·. •·· C" '" ·o''c·,,::;· 

11. Se centrifugó a 10,000 x g P()f.?Qfüi~;ci~4º<5:' 
12. La pastilla de RNA se re~Üsp~hdió·;én•3 r}iL~ésoluciónD y se precipitó con un 

valumen de isopropana1 heladC> incu~ancio a ~20°cj por 1. h. 
. . . . 

13. Se centrifugó a 10,000 x g por 20 rriin, a~4ºC. 

14. La pastilla se lavó dos veces con 1 O mL de etanol al 75% y se centrifugó 15 min 

después de cada lavado. 

15. La muestra se resuspendió en 1 a 2 mL de agua-DEPC y se conservó a ,_;.70ºC hasta 

su uso. 

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

que tenga polisacáridos lo cual dificulta su manejo posterior. En este caso deberá 

'\"''.''.''" ror.:r 
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utilizarse un protocolo alternativo (Cheng y Seeman, 1998). Los cultivos deE. gracilis de 

más de tres días contienen muchos polisacáridos 

Purificación de RNA poliA + 

Se hizo de acuerdo a las indicaciones descritas en el kit PolyA tract de Promega. 

El RNA poliA + recién purificado se guardó precipitado e~ % dé volurlien de acetato de 

amonio 10 M, 2 volúmenes de etanol y 2!11de ªlu,c:ógen() 2 mg/mL~a -:-7o:c:AI m~mento 

de utilizarlo, se centrífugo a 14, 000 rpm; 1 ~. min aAºCe.n una mi~f()C~ntrífug~._Se tiró el -

sobrenadante y se resuspendió en 15 µL de agua estéril libre de RNasas. 

Síntesis de cDNA 

Primera cadena 

1. Se mezclaron cantidades iguales .(2 µg) de RNA poliA + de células control 

cosechadas después de 3, 6 y 9 h de cultivo o de células tratadas con Cd durante el 

mismo tiempo. Se añadió 1 ~1L de oligo dT~(12-18) y se llevó a 12 ~1L con agua. Se 

incubó a 70ºC durante 5 min y se pasó inmediatamente a hielo. 

2. A la mezcla anterior se añadieron: 

4 ~tl buffer para la primera cadena de cDNA (lnvitrogen) 

2 ~1L DTT 0.1 M 

1 ~1L dNTPs 1 O mM 

3. Las reacciones se incubaron a 42ºC por 2 minutos, se añadió 1 ~tl de transcriptasa 

reversa (200 U/~tL, lnvitrogen) y se incubó 2 h a 42ºC. El volumen final de reacción 

fue 20 ~1L. 

Segunda cadena 

Para sintetizar la segunda cadena se utilizó DNA polimerasa l. También se añadió 

RNasa H, una endonucleasa que deja fragmentos de RNA que la DMA polimerasa 1 

utiliza como cebadores para síntesis de la nueva cadena. 

1. Al finalizar la síntesis de la primer cadena de cDNA, se incubó a 95ºC para 

desnaturalizar a la enzima y se añadió: 

30.0 ~1L buffer 5x para segunda cadena (ver apéndice) 
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1.0 ~tL dNTPs 25 mM 

3.5. ~tL DNApolimerasa 1 

1.5 µ1= ,~"~!'~8, H 

94.0 µL H20··. 

2. Se incubó a 16ºC;,durante. 2 h; El volumen final de reacción fue 150 ~tL, el cual se 

guardó precipltadb en % de volumen de acetato> de amonio 1 O M, 2 volúmenes de 

etanol y 2 ~ti de glucógeno 2 mg/mL a -70ºC. Al momento de utilizarlo se centrifugo a 

14,000 rpm, 15 min a 4ºC en una microcentrífuga y se resuspendió en 15 µL de 

agua. 

cDNA-AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) (Liscum, 1999) 

Digestión-Ligación de adaptadores 

Para 40 ~tL de reacción se mezclaron: 

6 ~1L cDNA de cadena doble (de la reacción anterior) 

8 ~tL buffer de digestión-ligado (ver apéndice) 

1 ~tL Msel (1 UhtL) (lnvitrogen) 

1 ~tL EcoRI (1u/~L)'(1nvi{r~gen) 
24~tL H2o·. 

Se incubó durante 3 h a 37ºC . 

A la reacción anterior se añadió: 

1 ~tL adaptadores Msel (ML 33 y 34) (ver apéndice) 

1 ~tL adaptadores EcoR 1 (ML 35 y 36) 

4 ~tL Buffer de digestión-ligado 

2 ~tL ATP 10 mM 

1 µL T 4 DNA Ligasa (1 U) (lnvitrogen) 

1 µL H20 
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Se dejó incubando durante 12 h.a 16ºC. Se almacenó a -20ºC hasta su uso. 

Preamplificación 

Para 20 ~tl de reacción sefoí!l~áron: 

0.5 ~tl oJigC)M~el core +adaptar (ML 37) 

0.5 µL olig!) EcoRI core + adapter (ML 38) 
'- ... ·-. 

0.8 ~tL~ ~.~ANJZPs 10 mM 

0.6 mL ·· MgCl2 

2.0 ~tl 

10 ~Ll 

1.0 HL 

buffer de reacción 1 O X (lnvitrogen) 

cDNA con adaptadores 

Taq polimerasa (1 U/~tL) (dilución 1 :5 de Taq a 5 UhtL, 

lnvitrogen) 

4.6 ~tL H20 

Se hizo la siguiente reacción de PCR 

Desnaturalización 2 min 94ºC 1 ciclo 

Desnaturalización 30 s 95ºC } Unión de oligos al mol.de 1 min 56ºC 40 ciclos 

Alargamiento 1 min 72ºC 

Alargamiento 5min. 72ºC 1 ciclo 

De los 20 ~iL de reacción, 10 ~tLse,corrier(),ri'én.llngel;de agaro~a ª11.2% para ver 
- - :- .. ' .•;_ ,. __ ·--- ... ; ·,• ' ··- . 

los productos y el resto se diluyó 1: 1 o pár~ üsárse eri la amplifiC:ación AFLP. 

Marcaje de oligonucleótidos 

Se marcó el aligo Eco para lo cual se mezclaron 

1 O ~1L aligo Eco (cualquiera de las opciones ML42 a ML61, ver apéndice) * 

5 ~tl Buffer de reacción 5 X (Gibco) 

5 µL yATP-33P (10 HCi/mmol) 

1 ~tL T4 polinucleótido cinasa 1UIHL (Gibco) 

4 µL H20 

La mezcla se incubó a 37ºC durante 1 h y se guardó a -20ºC hasta su uso. 
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*Los oligonucleótidos tienen una o dos bases variables en el extremo 3', en este 

trabajo se utilizaron indistintamente estas opciones. 

Amoliticádó-11 AFLF> 

Se mezclaron: 

0.15 µL 

0.:3_ µL -

OA µL 

0.4 ~1L 

1.0 µL 

1.0 µL 

0.3 µL 

6.55 ~1L 

OligoEcoR1-33P 

_Ql,igq~M~~,1.(C:ll§l]q~ier~ de ICI~ 20 opcion~s,yer_apéndice) 

dNTPs 10 rñM .· 

MgCl250m~ 
.BLitte(d~~réácción 1 OX (lnvitrogen) 

DNA,(de-la. reacción.de preamplificación) 
~J:.:,._· -·."",,,<:\ :~> !;_·:~:.,, . -_ .. _,·_:. ' ó .. • -·:-.· f_' - . :_\ ?·. <·>~ '" 

· [aq poliniercis~{1:U/~iL) (1 nvitrogen) 
.. ¡··'.>; 

.\H.~Pi: ,. 
Mezclar bien 19,s qqrr1poh'elltesf(esto es importante para que la reacción se lleve a 

cabo córr~ct~m~nfé). < 
L_a r~~6Cié>n de PCR\e hizo bajando gradualmente la temperatura con la 

finalidad de,que tódos lós oligos pudieran unirse al cDNA, pues la temperatura de 

desnaturalización y unión al molde es diferente para cada uno (Touchdown PCR). 

El PCR se hizo en las siguientes condiciones: 

Desnaturalización 2 min 95ºC 

Desnaturalización 30 s 95ºC 

} Unión de oligos al molde 30 s 65ºC a 57ºC 

(bajando 0.7°C·en cada ciclo) 
12 ciclos 

Alargamiento 1 mirí 72ºC 

Desnaturaliazación 30 s 95ºC 

} Unión de aligas al molde 30 s 56ºC 30 ciClos 

Alargamiento 1min 72ºC 

Alargamiento 2 mili. 72ºC 

TESIS CON l 
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Electroforesis para productos del PCR-AFLP 

1. Se hizo un gel de poliacrilamida al 5% utilizando vidrios .de 35 x 45 cm y 

separadores de 0.3 mm. 

Para el gel·se'mezclaron: 

60 mL Urea I Acrilamida/ Bisacrilamida previamente preparada (ver 

apéndice) 

35· ~tL 

150 ~tL 

Temed 
--e_--_ ----e_- ---- º"'--' 

Persulfato de amonioal _200f<i 

2. A los productos de PCR se les añadió S;µL.dé buffer de carga desnaturalizante 2 

X (ver apéndice) y se calentaron a 95~t./'16' min .. Se cargáron .eh el gel y se 
: _, - --:', .- .. -

corrieron aproximadamente 2.5 h a 60 W en una cámara modelo S2 de Life 

TechnologieSTM· 

3. El gel se colocó en papel filtro Whatman, se cubrió con plástico adherente y se 

secó a SOºC con vacío en un secador de geles modelo 583 de Bio Rad. 9e marcó 

con un crayón fluorescente en las esquinas del papel filtro y se expuso én una 

película Kodak MS de 2 a 5 días. 

Purificación de cDNAs del gel de poliacrilamida 

1. Se quitó la cubierta de plástico del gel seco y éste se alineó con la pellcula 

revelada. 

2. Se cortaron las bandas de gel seco/papel filtro que conf~nian: lo~~,ff~grtléntos 
expresados diferencialmente y se pasaron a un tubo de microceiitrífuga al que se 

añadió 100 ~tL de agua estéril. 

3. Se incubaron 1 O rnin y después se hirvieron a baño María durante 15 min. Se 

centrifug~foh/3(}sa 12,000 x g. Los sobrenadantes se pasaron a tubos limpios y 

estériles ypªra,,précipitar el DNA se añadió: 

2 

~ol~nl~n de acetato de amonio 1 O M 

:volÚmenes de etanol absoluto helado 

2 ~tL ~e glucógeno 2 mg/mL 

4. Se incubó 12 h a -70ºC y se centrifugó a 12,000 rpm, 15 min. 

5. Se tiró el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 15 µL de agua estéril 

TT~~IS CON l 
F.ALLA DE ORIGEN 1 

26 



Amplificación de cDNAs recuperados del gel de poliacrilamida 

Se tomaron 2 ~Ll del sobrenadante del paso anterior para amplificar por PCR y 

se añadió 

1 ~1L oligo universal EcoR1 que contiene un sitio de corte para 

EcoR1 (ML 39) (ver apéndice) 

1 µL oligo universal Msel que contiene un sitio de corte para Pst1 

1.6 ~Ll 

1.2 µL 

4.0 ~L~ 

0.3 ~Ll 

4.0 ~Ll 

26.9,.µL< 

... (ML 40) 

dNTPs 5mM 

MgCl2 50 mM 

~~~ér de reacción 1 O X (lnvitrogen) 

Taq polimerasa (1 UhLL) (lnvitrogen) 
L·,-'_" 

DNA recuperado 

H20 

Se amplificó con las siguientes condiciones: 

Desnaturalifación 2 min 95ºC 

Desnaturalización 

Unión de oljgos al molde 

Alargamiento. 

Desnaturalización 

30 s 

30 s 
95ºC } 

65ºC a 57ºC •. · 
(bajando 0.7ºCencada ciclo) 

1 niin 72~.c 

30 s . 9s~c 

12 ciclos 

Unión de eliges al niolde 

Alargamiento 

Alargamiento 

30 s 56ºC J 35 ciclos 

1 min 72ºC 

2 min 72ºC 

A pesar de que sólo se utilizó un par de oligonucleótidos para esta amplificación, 

y que la técnica recomienda usar una temperatura de 56ºC, no se logró la obtención 

de bandas sino hasta que se utilizaron las mismas condiciones que para la síntesis 

del cDNA-AFLP. 
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Amplificación y clonación 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 Rapid Gel 

Extraction System" de Life TechnologiesrM y se clonaron en el vector pGEM~T de 
Promega (ver apéndice) mezclando: 

*150 ng DNA purificado 

1 ~tL (50 ng) de pGEM 

1 µL ligasa 

5 ~tL buffer de ligación 2X 

H20 para un volumen final de 1 O µL 

*La cantidad de DNA se midió compare.indo con marcadores de peso 

molecular cuantificados. 

El volumen de reacción era variable, perosiE!m~re sE!resp~tóJa concentración 

del amortiguador, la cantidad de DNA y de enzimts'e i~tubÓ '~ 4~é?12 h. 
'.,' . •,:!." -·· _· . .,- ______ < ,,, • ., 

Se tomaron alícuotas de 5 a 10 µL de la r~acC¡óQ.dfligélción y se emplearon 
. "--- ·-: .. 

para transformar células competentes de Escherichié! coli. 

Transformación genética (Hanahan, 1983) 

a) Células competentes 

1. Una colonia aislada de células de E. coli DH5u se sembró en 5.0 mL de·me.dio LB 

y se dejó incubando con agitación durante 12 ha 37ºC. 

2. De este cultivo se tomó 1 mL y se resembró en 49 ml de medio LB; Se dejó 

incubando a 37ºC con agitación hasta que alcanzó una O.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 de CaCl2 0.05 M estéril helado. Se dejaron incubando 5 min en hielo. 

4. Las células se centrifugaron a 3,000 rpm y se resuspendieron nuevamente en 1 

mL de CaCl2 0.05 M. 

5. Se hicieron alícuotas de 100 µL con glicerol al 15% y se congelaron 

inmediatamente con N2 líquido. Se guardaron a -?OºC hasta su uso. 
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b) Transformación 

1. A 100 ~1L de células C()meet~11t~s d_e €'. cpli DH5C( se C)ñCl~i~ron ~e 5 a 1 OµL de la 

reacción de ligación y se incubó.en hi13lo ~o min, 

2. Los tubos se sacarok-ael~ffie1<)~ 7s~ -iffcubar~h~á--'42ºC-(iurantec 3 fofrú1fos e 

inmediatamente se pasar<:ln a hielo pór 1 ·111i11.. . .... 

3. Se añadieron 4 volú~enJs (áoo~µL) de r!11dio sbQ (ver; ap~hdice) álascélulas y 

4. Se centrifugaron''aL12,000•rpmJ30s/se·tirc).el;sobrenádante y se••añadieron 100 

~1L de medio LB. L~s células se reslJspendieÍ°;nYs~ s~mi?rarpnen cajas con agar 

LB que contenían ampicilina (100 µg/rnl) p~r~\-se¡leC:ciC>l'lar q9,loffiás con el 

plásmido pGEM. También se añadió:fp"fº-~ Üna corlcentraciÓn final~.dt3 0.1 mM 

para inducir la transcripción del promotefr del opeirón de lactosa y Xgal a una 

concentración final 80 µg/ml que daría coloración azul al reaccionar con las 

colonias que expresaran a la p-galactosidasa y que muy probablemente no 

contendrían inserto clonado en pGEM. 

5. Se incubaron a 37ºC, 12 h. 

Purificación de DNA plasmídico 

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

se utilizó el siguiente protocolo: 

1. Se seleccionaron las colonias blancas que crecieron en la caja con ampicilina, 1 PTG 

y Xgal, (cuando las colonias blancas eran muy pocas, también se seleccionaron 

algunas colonias azules) y se resembraron en 1 ml de medio líquido LB. 

2. Se incubaron 12 h a 37ºC con agitación. 

3. Se tomaron 100 ~1L del cultivo anterior y se centrifugaron a 12,000 rpm 30 s. 

4. La pastilla de células se resuspendió en 50 µL de agua con RNasa 6 µg/ml. 

5. Se añadieron 300 ~tl de amortiguador TENS (ver apéndice) y se mezcló por 

inversión hasta que la solución se tornó viscosa. 

6. Se agregaron 100 ~1L de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y se mezcló por inversión. 

7. Se centrífugo 2 mina 12,000 rpm. 

TESIS CON! 
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8. El sobrenadante se transfirió a un tubo limpio y se añadió 0.9 ~tL · de etanol 

absoluto a -20ºC. 

9. Se centrífugo a 12,9qojpm, ~.rn(n. 

1 o. se é1imin&e1 s"oorerl'aaEfni-ei·y~se'_,_enjiJa!fó-.1l:rp.asti11;:cde·pNA<;l?~\'eqescono:9 ·µL 

de etanol 70%. Se centrifugó una tercera vez para concentrar y luego eliminar 

bien los residuos de etanol. 

11. El DNA se resuspendió en 40 ~tL de agua. 

Reacciones de digestión de los plásmidos con los cDNAs clonados 

Para verificar la presencia de insertos clonados, el pGEM purificado se digirió 

con EcoRI y Pstl. 

Para 20 ~·L de digestión se estableció una reacción con lo siguiente: 

17.7 ~1L 

2.0 ~tL 

0.15 ~1L 

0.15~tL 

DNA del plásmido 

Amortiguador 1 O X (React 3 de lnvitrogen) 

EcoR1 (1 UhtL) (lnvitrogen) 

Pstl (1 U/~tL) (Fermentas) 

Se incubó 1 h a 37ºC y una alicuota de 1 O ~tL fue resuelta en un gel de agarosa al 

1.2%, para verificar la presencia de insertos. 

Secuenciación y análisis de cDNAs 

Una vez que se verificó la presencia de insertos de cDNA, se hicieron 

minipreparaciones con el "DNA purification Kit" (Marligen, Life TechnologiesrM) para 

mandar secuenciar. El DNA se llevó a una concentración de 300 ng/~tL. La 

secuenciación se hizo utilizando el oligo T7 y fue realizada en el Instituto de Fisiología 

Celular, UNAM. 

La edición de las secuencias para ser analizadas se llevó 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 página http://www.ncbi.nlm.nih.gov y en 

el caso de la secuencia de 100 pb se utilizó Nucleotide BLAST para comparación de 

secuencias pequeñas. 
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Las secuencias de protelna se alinearon utilizando el algoritomo Clustal W y el 

porcentaje de identidad ,se . determinó utilizando el algoritmo LAlign, ambos 
- .-.- ·-·- -- -- ,- ----,- --

disponibles en la páginahttp://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 cultivadas sin y con Cd. 

Purificación de insertos de cDNAs para usarse como sondas 

1. Las diferentes minipreparaciones de cDNAs fueron digeridas con EcoR1 y Pst1 

como se describió previamente. Las digestiones de DNA se corrieron en un gel de 

agarosa al 1.2% y las bandas liberadas por la restricción se cortaron del gel y se 

purificaron de acuerdo a las indicaciones descritas en el kit "ConcertRapi~ Gel 

Extraction System" de Life Technologies™ 

2. Después de la purificación se añadieron 2 volúmenes de etanol y Y4 de volumen de 
-~· ; ·, o 

acetato de amonio 1 O M al DNA para precipitarlo. Se incubó a -70ºC, 1 ,h ... ·· 
3. Se centrifugó a 12,000 rpm 1 O min, se tiró el sobrenadante y se resusp~n~ió en 5 a 

: .. -''.'·. :···;.'' 

1 O ~tL de agua. ': , 

4. Se corrió una alfcuota del DNA en un gel de agarosa teñido con bromüfo. de etidio 

para ver la cantidad de DNA después de la purificación respéctC>'á ún DNA 

previamente cuantificado. 

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 ~tg de RNA poliA + de cada una de las condiciones estudiadas 

en un gel desnaturalizante de agarosa al 2% (ver apéndice). 

2. Se transfirió a una membrana de nylon por capilaridad utilizando una solución 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. 

TESIS CON J 
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Marcaje y purificación de sondas 

El marcaje se hizo por medio del kit de "Random primer'' de lnvitrogell como sigue: 

1. Se desnaturalizaron aproximadamente 50 ng de DNA .. disuelto en 5. a .20 µL de 

agua a 92ºC durante 5 min e inmediatamente después se colocó en hielo. 

2. Se añadió lo siguiente al DNA: 

1 ~tL dATP 500 mM 

1 ~tL . dGTP 500 mM 
- 7-0~-=-=:__~=·~,-_:.--';.__ -

15JtL s~lucI~ll,d~ :"rand:om primers" 

5 µL a ~~p/~c~p"~(10;~t2itmmol) 
H20 p~~~'w1~vo.11Jri,~ri cjeA9µL 

) . ~- ... - ' ._., ~- - ____ ,,_ :· " . - ;:._ .,. 

3. Se mezcló ~i~ll y' se ~riadió · 1 ~tL de fragmento Klenow. Se dio un pulso de 
- ..... . ... :'.: '¡\_\ -> -, . 

centrifügación •a 1. O, 000 rpm. 

4. Se inc~bóa.ÚºC 1 h. 

5. Para purificar las sondas, éstas se hicieron pasaraft~ayés:deu.6a c:ol~ml1a con 

fibra de vidrio y sefarosa centrifugando a 3,50Ó~phl, ~llli~ en l.J~adiiibroéeritrif~ga~ 
,. ·-· ··:._:. .. -- .... .. . ·---· .-.... - . . 

La sonda queda aproximadamente en un volurii'ende5o.µL:: 

6. Las sondas marcadas se mezclaron con 1 O mL de solución de hibridación (misma 

que para prehibridar, ver apéndice), se calentaron a baño María durante 3 min y 

quedaron listas para adicionarse inmediatamente sobre las membranas. 

7. La solución de hibridación con la sonda podía ser reutilizada calentándola 

nuevamente a Baño María 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 colocó en un tubo de plástico de 50 mL 

conteniendo 20 mL de solución de prehibridación (ver apéndice), dentro de un tubo 

de hibridación y se incubó 2 h a 60ºC. 

2. Se quitó la solución de prehibridación y se le añadió la sonda recién 

desnaturalizada. Se hibridó a 58ºC durante aproximadamente 12 h (una noche). 
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3. Se lavó con: 

a. SSC 4Xy SDS 0.1% a 58ºC 10 min 

b. SSC 4X y SDS O. 1 % a 56ºC por 5 min 

c. ,SSC3XySDS0.1% a 56ºC 10 min 

4. Después de cada lavado, la membrana se exponia en la pantalla del equipo 

"Personal Molecular lmager FX" de Bio-Rad Los tiempos de exposición variaban 

entre 30 min y 4 h dependiendo de la intensidad de la señal. 

Sonda PoliA Bindinq Protein (PABP). 

1. La membrana se trató igual que la anterior excepto que se lavó con: 

a. SSC 4 X y SDS 0.1% a 58ºC 10 min 

b. ssc 4 X y SDS 0.1% a 56ºC Por5 min 

c. SSC 3 X y SDS O. 1 % a56ºC 10 111in 

d. SSC 2 X y SOS 0.1 % a 56ºq !fmin 

2. Después de cada lavado la membra~a i~ puso a exponer. En este caso los tiempos 

fueron de 30 min. 

Sonda HSP70 

1. La membrana se trató igual que las anteriores excepto que solamente se hizo un 

lavado con SSC 4 X y SOS 0.1 % a 52ºC 5 min. 

2. No se observó señal específica después de este lavado, un lavado más a esta 

misma astringencia ocasionaba pérdida de casi toda la señal. 

Despegado de sondas de membranas, para analizarlas nuevamente (Sambrook 

et al., 1989) 

Las membranas fueron reutilizadas para repetir algunas hibridaciones, para lo 

cual fue necesario no dejarlas secar para que la sonda radiactiva pudiera 

despegarse. 

1. Una solución de 250 mL de SSC 0.05 X y EDTA 0.01 M se dejó hervir por 1 min. 

2. Después se añadió SOS 0.1 %. 

3. En esta mezcla se sumergieron las membranas (por separado) durante 15 min. 

4. Se repitió esta operación dos veces usando solución fresca cada vez. 



RESULTADOS 

1. Establecimiento y caracterización de las condiciones de estudio 

Como punto de partida para iniciar el análisis de la expresión genética, fue 

necesario establecer las condiciones de cultivo adecuadas para el estudio. 

a) Crecimiento y viabilidad de E. graci/is a diferentes concentraciones de 

cadmio 

Como primer paso se hizo una curva de crecimiento a diferentes 

concentraciones de CdCl2 para saber cuándo se empezaba a hacer evidente su 

efecto. En la Figura 4 se observa que en el cultivo sin metal las células duplican su 

número después de un día y la fase logaritmica es evidente al segundo día. En los 

cultivos con Cd sólo algunas células se duplican y la fase logarítmica no es tan 

clara, sobre todo con 200 pM de CdCl2. Es decir, la duplicación de las células 

tratadas es dependiente de la concentración. Las células control alcanzaron la fase 

estacionaria entre el tercer y cuarto día, mientras que las células con Cd aún no la 

alcanzaban al sexto. En este último punto cabia la posibilidad de que la menor 

duplicación celular se debiera a muerte celular, por lo que se'fdeterminó 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 expresión genética diferencial en 

respuesta a Cdque pretendiamos estudiar, no se debiera a que las células control 

y las tratadas con Cd estuvieran en diferentes fases de desarrollo, se decidió 

trabajar con células que aún 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. 

graci/is, con la ventaja de que la división celular en estas condiciones se lleva a 

cabo durante la obscuridad. 

Para corroborar que las células no se estuvieran duplicando durante el día, 

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 encontró 

________ JF~~Á~ri~ ~~;~J 
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división celular en los tiempos analizados en las células control y tratadas con 170 

µM de Cd (Tabla 3), en las células tratadas con 50 µM de Cd hubo división celular 

hacia las 12 h: Se trabajó entonces con células expuestas a Cd por 3, 6 y 9 h . 
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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 CdCl2 
lo hicieron entre el segundo y tercer día, dependiendo de la concentración de 
CdCl2 a que fueron sometidas. 
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Tabla 3. Crecimiento* de E. gracilis durante las primeras horas de cultivo. 

Tiempo Control CdC'2 50 µM CdC'2170 µM 

(h) (106 células/mL) (106 células/mL) (106 células/mL) 

o 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 número entre paréntesis 
corresponde al número de repeticiones) 

b) Contenido intracelular de cadmio 

El contenido intracelular de Cd se determinó por espectrofotometría de 

absorción atómica durante las primeras 12 h de exposición al metal. Desde las tres 

primeras horas de exposición se observa que el Cd se acumula en las células y 

que la cantidad se incrementa gradualmente. En células expuestas a 50 ~1M de 

CdCl2, la cantidad intracelular del metal disminuye a las 12 h. Esto podría 

explicarse considerando que las células de este tratamiento presentaron división 

celular. Entonces, en este tiempo podríamos estar observando la redistribución del 

Cd en las células hijas. En cambio en las células expuestas a 170 µM de CdCl2 no 

se observó la redistribución del Cd aún a 12 h de exposición (Figura 5) ya que 

éstas no se hablan dividido. Se trabajó con E. graci/is tratadas con CdCl2 170 ~1M 

por presentar más Cd acumulado en esta condición. 

Aunque en los tiempos analizados la cantidad de Cd captada fue poca (de 4 

a 12 nmol Cd/107 células) en comparación con los 190 y 250 nmol/107 células que 

E. gracílis puede captar a los 3 y 8 días de tratamiento (Mendoza-Cózatl et al., 

2002), esta cantidad probablemente podía ser suficiente para desencadenar una 

respuesta metabólica como ocurre en A. tha/iana y levadura, en donde 1 h de 

tratamiento con 50 ~tM y 1 mM de CdCl2 respectivamente, fue suficiente para 
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desencadenar cambios a nivel transcripcional, correlacionados con cambios en los 

niveles de G_SH y fQ en ambas especies (Xiang yOUver, 1998; Dominguez-Solís 

et al., 2001; Faüchon et al., 2002). Por lo tanto se midió el contenido de Cys, GSH 

y FQ ·como indiéadores'cfo que; a los·tiempos-analizados,-E. gracilis presenta una 

respuesta metabólica ~I Cd. 
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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. 

e) Contenido de cisteína, glutatión y fitoquelatinas 

El contenido de Cys no se modificó significativamente por el tratamiento con 

Cd en ninguno de los tiempos estudiados (Figura 6). El contenido de GSH se 

incrementó de manera natural en el transcurso del día 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 estadísticamente significativas en una prueba t de Student para 

muestras apareadas (figura 7 y tabla 4). 

Las FQ se observan desde las 6 horas de exposición a Cd, presentándose 

un incremento con el paso del tiempo (Figura 8). Esto indica que la síntesis de FQ 

es un mecanismo de respuesta temprana a la exposición a Cd. El hecho de no 

haberlas encontrado a las 3 h podría indicar que se requiere una cantidad mínima 

de Cd en la célula para inducir la síntesis y que ésta no se alcanzó a las 3 h o bien 

que las cantidades sintetizadas son bajas y que el método de detección (HPLC) no 
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fue lo suficientemente sensible para detectarlas. En las células control de 9 h 

también se observó la aparición de FQ, lo cual podría deberse a la presencia de 

minerales traza como Zn y Cu en el medio de cültivo, los cuales también son 

activad ores de la FS (Grill et al.; 1987)~ 
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Figura 6. Contenido de Cys. Los niveles de cisteína fueron medidos en extractos 
ácidos de cultivos de E. graci/is control y tratadas con 170 ~LM de CdCl2. Los 
resultados muestran el promedio y error estándar de 5 diferentes experimentos, 
excepto a las 3 h donde n=3. (p<0.05; t-Student para pruebas apareadas) 
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Figura 7. Contenido de GSH. Los niveles de glutatión fueron medidos en 
extractos ácidos de cultivos de E. gracilis control y tratadas con 170 ~LM de CdCl2. 
Los resultados muestran el promedio y error estándar 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 

o 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 
estadísticamente significativas en el contenido de GSH. 
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Figura 8. Cromatogramas mostrando los picos de Cys, GSH y FQ. Hay 
aparición 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. 
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El análisis anterior mostró que la respuesta entre las células control y 

expuestas a .Cd era diferente sólo a las 9 h de tratamiento. Sin embargo, debido a 

que la entrada de Cd fue detectada desde las 3 primeras horas, se consideró que 

podrían existir cambios en la expresión genética desde esos momentos, por lo que 

se decidió realizar el análisis a estos tres tiempos. 

2. Cambios en la expresión genética de E. graci/is ocasionados 
por la exposición a cadmio 

a) Aislamiento de RNA total y poliA + 

Se hizo la purificación de RNA total y poliA+ de células control y expuestas a 

Cd (Figura 9). Luego de cuantificarlo se hizo una mezcla 2 ~1g 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 sintetizó cDNA de cadena sencilla y doble. 

La purificación de RNA poliA + no es totalmente eficiente y siempre copurifica 

algo de RNA ribosomal (rRNA). En el RNA total además de los rRNAs 28S y 18S 

siempre aparece una banda de bajo peso molecular que podría 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 podría 

acarrear errores en los patrones de expresión. Sin embargo, estos resultados 

deben corroborarse por Northern blot con lo que se pueden eliminar dichos errores. 

A) 
+ + + Cd -

8) 
+ + + 

288-

188-

3h 6h 9h 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+, aún 
con restos de rRNA. 

... -- .... 
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b) cDNA-AFLP 

El cDNA fue digerido con las enzimas de restricción. · Msel . y EcoRI y 

posteriormente se le ligaron los adaptadores correspondientes (ML 33/34 y ML · 

35/36). Con este cDNA se hizo un PCR··para?~-n~i~~~,c~'f~l~cp0bl~~i6n'de cDNA ·· 
'~ . . :·. . '. " ' ; ' ·-.- . . ·; . ,,, . . ' . ·. .. 

flanqueada por los adaptadores EcoR1 y Msel. Para verificar que la reacción de 

amplificación fue exitosa, se corrió una alícuota del PCR (1 O µL) en un gel de 

agarosa en el cual se observó un barrido por debajo de 0.6 Kpb, correspondiente a 

la población de cDNA deseada (Figura 1 O). 

El tamaño de los fragmentos de cDNA amplificados en esta reacción 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. 

Kpb 

1.35 
1.07 
0.87 

0.60 

0.31 

Cd + 

} cDNA 

Figura 10. Preamplificación de la 
mezcla de cDNAs de E. graci/is 
control y expuestas 3, 6 y 9 h a 
Cd. En el gel de agarosa se 
observa un barrido por debajo de 
0.6 Kpb correspondiente a los 
fragmentos de cDNA flanquedos 
por los adaptadores EcoR1- Msel, 
que es la población que se 
amplifica preferentemente. 

El cDNA amplificado se diluyó 1: 1 O y se empleó como molde para hacer los 

PCRs-AFLP y entonces hacer la comparación de la expresión genética de las 

células con y sin Cd. Los productos de PCR se corrieron en geles de 

poliacrilamida. Estos geles se usaron para hacer autorradiografías. En la Figura 11 

se muestra un resultado representativo de las autorradiografías. 
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--~~-- .. ~.-· ,.~ ... -

Figura 11. Autorradiografía del cDNA-AFLP. En las placas se observan 11 
combinaciones de oligos. Se señalan algunas diferencias entre los carriles que 
contienen el cDNA de E. graci/is tratadas y no tratadas con Cd. 

Se hicieron 128 combinaciones de oligos EcoR1 y Msel, enumerados en la Tabla 

4, sin embargo únicamente las 49 combinaciones mostradas en la Tabla 5 

pudieron ser analizadas adecuadamente por presentar un patrón 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 oligonucleótidos utilizadas en los PCR-AFLP. Las 
reacciones se hicieron combinando los oligos EcoR1 radiactivos con aligas Msel 
no marcados. Cada combinación se hizo para las células sin y con Cd. 

1 

EcoR1 33P 
1 

Msel 

ML44 ML 66 a 81 

ML45 ML 66 a 81 

ML46 ML 66 a 81 

ML47 ML 66 a 81 

ML48 ML 66 a 81 

ML49 ML 66 a 81 

ML 54 ML 66 a 81 

ML 55 ML 66 a 81 
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Tabla 5. Combinaciones de oligonucleótidos analizadas. 

1 
EcoR1 33P 

11 
Msel 

1 
ML46 ML 66 -74, 76 

ML47 ML 66-69, 71-76 

ML48 ML 68-73, 78-81 

ML49 ML 66, 69-81 

Con el propósito de obtener cantidad suficiente de cDNA con expresión 

genética diferencial para clonar, se repitieron los PCR-AFLP con las 

combinaciones de primers en las que se habían observado diferencias entre los 

tratamientos con y sin Cd. Al repetir los PCRs, sólo siete diferencias fueron 

reproducibles y correspondieron a las combinaciones presentadas en la Tabla 6. 

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

1 No. de clona 1 EcoRI 
1 

Msel 1 
1 ML46 ML 71 

2 ML46 ML 72 

3 ML48 ML 68 

4y5 ML48 ML 79 

6y7 ML49 ML 71 

Las siete diferencias en expresión genética que se encontraron, se 

muestran en la Figura 12. A excepción de un caso, los genes incrementaron su 

expresión con el tratamiento de Cd. 
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Figura 12. Diferencias en expresión genética. Al hacer los experimentos por 
duplicado se encontraron siete diferencias. Sólo en un caso (3) hubo disminución 
en la expresión. 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 ocurrió así (5) se decidió utilizarlo porque el 
carril en donde se incrementó una banda fue el que contenía menor cantidad de 
cDNA. 

c) Clonación 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 unión de los aligas al 

molde. Sin embargo, ésta fue la única condición en la que la amplificación fue 

exitosa. 
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Figura 13. Amplificación 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 funcionó, por lo que no fue posible clonarlas. Por lo tanto se repitió 

la amplificación por PCRs utilizando como molde el DNA eluído del gel del análisis 

AFLP. Después del PCR, sólo tres muestras dieron bandas definidas junto con un 

barrido, pero las otras cuatro no volvieron a dar bandas, únicamente el barrido 

(datos no mostrados). Las 3 muestras de cDNA amplificadas se purificaron y 

clonaron en el vector pGEM (Promega). 

La reacción de ligado fue utilizada para transformar células de E. coli, las 

cuales se sembraron en un medio con ampicilina, IPTG y Xgal. Se seleccionaron 

las colonias blancas y se hizo extracción de DNA plasmidico a partir de ellas. 

Posteriormente se hicieron digestiones de los plásmidos con las enzimas de 

restricción EcoR1 y Pst1 para determinar qué colonias tenían inserto de cDNA. Al 

hacer la digestión de los plásmidos provenientes del cDNA 2 (Figura 13). se 

aislaron dos colonias con insertos de diferente tamaño (Figura 14). Se decidió 

mandar secuenciar ambos. 

Kpb 

0.9 

0.5 

0.3 
0.2 
0.1 

Clona No. 2 2.1 5 

------~---

Figura 14. cDNAs con expresión 
diferencial amplificadas y clonadas. Los 
plásmidos con los insertos de cDNA fueron 
cortados con las enzimas EcoR 1 y Pst1. 
En el gel de agarosa se observan los 
fragmentos de cDNA liberados de los 
plásmidos. Los carriles 2 y 2.1 
corresponden a las dos clonas obtenidas a 
partir del producto de PCR del cDNA 2. 
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d) Secuencias de los cDNAs aislados 

Los insertos de cDNA clonados en pGEM fueron secuenciados (Figura 15). 
' - .... ·--- - -

Los productos de traducción deducidos se compararon con secuenCias registradas 

en el Banco de genes, encontrándose homologia con JniSfisp1o:(clon~ ~). una 

triosa fosfato isomerasa (TPI) (clona 2.1 ), una proteina qu!3 ~e ~~e a p81i-A(PABP) 

(clona 5) y una de las secuencias no tuvo homo~logl~:i'~qoQfniflg'Q'l'la proteina 

reportada en el banco de genes (clona 1) por 1b ~ue \arri~ié~. ~~ c~mparó la 

secuencia a .nivel de nucleótidos con el finc~aé\/ef si cpüaiei'a tratárse de alguna 

región no traducida. Sin embargo, en este último caso no se obtuvo ninguna 

homologia con alguna secuencia en particular reportada en el Banco de Genes. 
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HSP70 

E V S K R E T S C L V S F G E K Q R N L 
gaggtcagtaaaagagaaacaagctgccttgtttcgtttggggaaaaacaaaggaatttg 60 
G E K A L D Q A V R N W K N T V G A L K 

61 ggtgagaaggcgctggatcaggctgtacggaattggaaaaatactgttggtgcattgaag 120 
R L I G V K Y D S E A F R H E A K F M K 

121 agattgattggtgtgaaatatgactccgaagctttcagacatgaagcgaagttcatgaag 180 
NKTRPDERGYVELVRSL 

181 aacaagacccggccggacgaaaggggatacgttgaattggtacgcagtctacg 233 

TPI 

N K G P S V A D A D V E V V I G C P F V 
aacaagggtccttcggtggccgatgctgacgttgaggttgtaattggatgcccatttgtt 60 
Y A D Y T R E K L R Q D W A L S V Q N C 

61 tatgccgattacaccagagaaaagttgagacaagattgggcattgtctgttcaaaactgt 120 
W I G K G G A F T G E I S A E M 

121 tggatcgggaagggtggtgccttcactggtgagatttcagcggagatgac 170 

Clona 1 

a~tcJaaatgcctgcaagtccagaggacgaaagtcagctggtgtgccgaa<lataaa 55 

PABP 

E H A G S Y T N V Y K Q V K T G I T E 
gagcacgctggctcatacaccaacgtctacatcaagcaagtgaagacaggcatcactgag 60 
E El S G F FG K I G PI ES H V L K H 

61 gaagagatctctggtttcttcggcaagattggcccaatcgagagccatgttttgaagcat 120 
D R K E R P F A F V D F K ti H D D !'. V K 

121 gacagaaaggaacgcccattcgcttttgttgatttcaagaaccatgatgatgcagtgaag 180 
AVTEFHDKEIEGITEEGQKI 

181 gctgtcacagagttccatgacaaagagattgaaggcatcactgaggaaggtcagaagatt 240 
Y I G R A Q K K G E R L E E Q R K R V S 

241 tacattggccgtgcacaaaagaaaggcgagcgtctcgaagagcagcggaagagagtgagc 300 
Q L R A R K M H E Y S G S N L Y V K N L 

301 cagctgcgagctcgcaagatgcatgagtactctgggtccaatttgtatgtcaagaatctg 360 
DUNVDDAGLKAAFEKFGEIT 

361 gatgacaacgttgatgacgcggggttgaaggctgcttttgagaagtttggagaaatcaca 420 
S /\ K V M M D D V !J P G L S K G F G F V 

421 tctgcaaaggtgatgatggatgatgtcaatccgggactgtccaaaggttttggctttgtg 480 
C F K D A E: S A N K A I S E M N G H L L 

481 tgtttcaaggatgccgagagtgccaacaaggccatcagtgagatgaatggccacctgctg 540 
G 

541 ggag 54 ~:, 

Figura 15. Secuencias de nucleótidos de los cDNAs clonados y su 
traducción. Las secuencias se editaron con el programa Vector NTT 5.1. La 
posible identidad de estas secuencias se obtuvo mediante la comparación con 
secuencias del Banco de genes (http://ncbi.nlm.nih.gov) utilizando el programa 
BLASTX. 
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Para determinar que tan parecidas eran las secuencias de E. graci/is a nivel 

de aminoácidos de los genes identificados, con las. de otros organismos, se 

hicieron -alineamientosº uiili:iando el programa ClustalvV -Y .. se determinó el 

porcentaje de similitud utilizando el programa LALIGN (local align) (Tabla 7, 

Figuras 16, 17 y 180). El porcentaje de similitud se determinó empleando 

únicamente los fragmentos de aminoácidos que se obtuvieron de E. graci/is. 

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

Organismo % identidad 
con E. graci/is 

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 
(cloro plástica) 

Zea. mays (citosólica) 43.6 

Gracilaria gracilis 41.0 

HSP70 

S.pombe 46.6 

S.cerevisiae 45.2 

Drosophila melanogaster 39.1 

Trypanosoma. cruzi 35.8 

Phaseo/us vulgaris 38.0 

Se compararon las secuencias de aminoácidos obtenidas de E. graci/is en este 
estudio, con fragmentos de aminoácidos de diversos organismos observándose 
que algunos, como la región de unión a RNA de la PABP, presentaron altos 
porcentajes de similitud. La secuencia de la TPI de S. o/eracea fue la más parecida 
a la de E. gracilis, por lo que ésta podría tratarse de la TPI 
cloro plástica. 
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S.cerevisiae 
S.pombe 
E.gracilis 
A. thaliana 
C. elegans 
L.major 
T.brucei 

S.cerevisiae 
S.pombe 
E.gracilis 
A. thaliana 
C. elegans 
L.major 
T.brucei 

S.cerevisiae 
S.pombe 
E.gracilis 
A. thaliana 
C. elegans 
L. majar 
T.brucei 

S.cerevisiae 
S.pombe 
E.gracilis 
A. thaliana 
C. elegans 
L.major 
T.brucei 

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

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

* * ** 
HVLKKQYEAYRLEKMAKYQGVNLFVKNLDDSVDDEKLEEEFAPYGTI 
EELRKRYEQMKLEKMNKYQGVNLFIKNLQDEVDDERLKAEFSAFGTI 
EEQRKRVSQLRARKMHEYSGSNLYVKNLDDNVDDAGLKAAFEKFGEI 
EELRRKFEQERISRFEKLQGSNLYLKNLDDSVNDEKLKEMFSEYGNV 
AELKRKYEALKQERVQRYQGVNLYVKNIEEDLNDDGLRDHFSSFGTI 
IALRQKYMQ------HQALGNNLYVRNFDPEFTGADLLELFKEYGEV 
RE-RERLRRERQQQHSKYP--NLYVKNFDDTVTSERLKALFDPFGET 

** * * * 

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

* * * *** * * 

* 

• aminoácidos 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 13. Estos motivos además de estar en PABPs se 
encuentran en otras proteínas tales como las ribonucleoproteínas heteronucleares 
(hnRNPs) y ribonucleoproteínas pequeñas nucleares (snRNPs) (Lorkovic y Barta, 
2003). 

.i; 
¡ 
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Humano 
Z.mays 
S.oleracea 
G.gracilis 
E.gracilis 

Humano 
z.mays 
S. oleracea 
G.gracilis 
E. gracilis 

bbbbbbb ªªªªªªªªªªª bbbbb 
NAAKVPAD--TEVVCAPPTAYIDFARQKLDPKIAVAAQNCYKV 
NEGQVPPSDVVEVVVSPPYVFLPVVKSQLRQEFHVAAQNCWVK 
NSATLEAD--VDVVVAPPFVYIDQVKSSLTGRVEISAQNCWIG 
NAAPPIDAAHVQVVVAPPAVYLDSTRQALRADFDTSAQNAWIS 
NKGPSVADADVEVVIGCPFVYADYTREKLRQDWALSVQNCWIG 

* ** 
ªª TNGAFTGEISPG 

KGGAFTGEVSAE 
KGGAFTGEISVE 
KGGAFTGELDAA 
KGGAFTGEISAE 

****** 

* * ** 

* aminoácidos conservados 

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

S.pombe 
S.cerevisiae 
D. melanogaster 
E. gracilis 
T.cruzi 
P. vulgaris 

S .pombe 
S.cerevisiae 
D.melanogaster 
E.gracilis 
T.cruzi 
P.vulgaris 

S.pombe 
S. cerevisiae 
D.melanogaster 
E.gracilis 
T.cruzi 
P.vulgaris 

--VVGIDFGNSKTVIAVARNRAIDVIVNEVSNRSTPSLVSYGE 
---FGLDLGNNNSVLAVARNRGIDIVVNEVSNRSTPSVVGFGP 
--VIGIDFGNESCYVAAARSGEIETLANDYSLRATPSFVAFDG 
----------------------------EVSKRETSCLVSFGE 
-DVIGIDLGTTYSCVAVMEGDKPRVLENTEGFRATPSVVAFKG 
NDVIGIDLGTTNSCVSVMEGKNPKVIENSEGARTTPSVVAFNQ 

* * * 

R-SRFLGEAAKSAEASNFRNTVGSLKRLAGRTYDDPEIKDIES 
K-NRYLGETGKNKQTSNIKNTVANLKRIIGLDYHHP-DFEQES 
K-KRIIGVAAKNQQVTNMKNTVGGFKRLLGRKFNDP-HVQHEL 
K-QRNLGEKALDQAVRNWKNTVGALKRLIGVKYDS-EAFRHEA 
Q-EKLVGLAAKRQAVTNPQSTFFAVKRLIGRRFEDSN-IQHDI 
KGELLVGTPAKRQAVTNPTNTVFGTKRLIGRRFDDPQ-TQKEM 

* * * ** * 

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

* aminoácidos conservados 

Figura 18. Alineamiento de diferentes HSP70. Esta región se encuentra hacia el 
extremo amino terminal de las HSP70. 
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e) Expresión de los genes correspondientes a los cDNAs clonados 

Se transfirieron aproximadamente 1 ~tg de RNA poliA + de los tratamientos 

de 3 y 6 h y 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 32P por la técnica de 

"random primer". De las cuatro clonas analizadas, se logró observar la expresión 

diferencial de la triosa fosfato isomerasa (Figura 19). Si bien la cantidad de RNA 

correspondiente a las 9 h fue baja, es posible observar mayor expresión en los 

tratamientos obtenidos de las células cultivadas en presencia de Cd. A las 3 h hay 

una ligera diferencia en la señal 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 

expresión de este gen se incrementa por la presencia de Cd o porque la expresión 

del gen en las células control disminuye. Esta última opción podria estar 

relacionada con una estabilidad alterada de los mensajes conduciendo a una 

mayor vida media y por lo tanto a una mayor acumulación, en el tratamiento con 

Cd. 

Los otros mensajes no pudieron ser detectados en ninguna condición a 

pesar de que hibridación y los lavados fueron poco astringentes. 

Cd + + + 

26S ; .··.7:':1.;:· t ., •' 
18S :~~··~~·: 

··: ·~ ·:J 
,~',·~~ 

:.:.~~·;;,. ~~· ~~ 

185 
1 

.... .. ... "'1' ... M 
3 h 6 h 9 h 

Figura 19. Northern blot utilizando la sonda de la TPI. 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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DISCUSIÓN 

1. En E. gracilis expuesta a Cd por 9 h existen niveles más altos de GSH y FQs 

La síntesis de FQ es uno de los mecanismos más 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 proteína 

pueden correlacionarse con cambios a nivel transcripcional (Vid o et al., 2001; 

Fauchon et al., 2002). 

En este trabajo, nos interesamos en estudiar la respuesta de E. gracilis a Cd a 

nivel transcripcional por medio de un análisis de expresión diferencial, .el C:'pNA:­

AFLP. 

Como puntb de partida fue necesario determinar las condiciones de cultivo de 

E. gracilis en las que se llevaría a cabo el estudio; por lo que se hicieron curvas de 
crecimiento con diferentes concentraciones de Cd.>Se encontró que el crecimiento 

del cultivo se afectaba dependiendo de la concentración de metal al que fueran 

expuestas las células y que en todos los casos la viabilidad era mayor al 91 %, por lo 

que dedujimos que el retraso en el crecimiento podía deberse a un retraso en la 

división celular. De hecho, en un trabajo publicado por Falchuk y colaboradores 

(1975) en el que estudiaron la morfología de E. gracilis expuesta a Cd observaron la 

presencia de células y núcleos excepcionalmente grandes, en los cuales ocurría 

duplicación del DNA, pero no la citocinesis subsecuente. Con base en estas 

observaciones y con la idea de evitar la variación producida por las diferencias en la 

división celular entre células control y las cultivadas con Cd, empleamos cultivos 

sincronizados y realizamos este estudio en momentos tempranos de exposición al 

metal. La sincronización de los cultivos fue posible por el hecho de que fotoperíodos 

de 12 h luz y 12h obscuridad permiten sincronizar las células, ya que la división 

celular se lleva a cabo en la obscuridad (Edmunds y Funch, 1969). Resultados 

iniciales en este trabajo (datos no mostrados), obtenidos de células heterótrofas no 

sincronizadas, mostraron que la variación en la expresión entre células tratadas y no 

tratadas con Cd era muy grande. Estos resultados nos permitieron percatarnos de 

~-=~ ...... ·-. ........... ---------, 
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este fenómeno y considerarlo en el diseño de los análisis realizados posteriormente 

con células fotoheterótrofas (este trabajo). 

Por otra parte, en un estUdlo reciente de Watanabe y Suzuki (2002) se 

mostraron estudios er€l_~rnil"l_a[~S~€:l.n los que 1 h de _exposición a_J OO_µÍ\11 g_~ C::~~C:l3J~E! _ 

suficiente para causar ruptura en el DNA, por lo que en este trabajo al haberse 

utilizado una con_centración mayor de Cd podría estar ocurriendo lo mi_Sfl1()1 Esto 

podría tener repercusión en el desarrollo y en el patrón de expresión genética; Sin 

embargo~~':lé3119.C> se inició este trabajo existía únlc~111~nte¡}a _ _evlderic1e1 ~_e 9ue.~ú_1"1 

en presencia de Cd las células pueden replicar su D-NA (Fal~huk et al:: 1975) yq~~ 
la síntesis. de éste en cultivos sincronizados se lleva a cabo hacia la seg.unda mit~d 
del ciclo de luz (Edmunds, 1982). 

Poste_riormente se determinó si a tiempos cortos de cultivo en Cd; esto es3; 6 

y 9 h de tratamiento, ocurría la entrada de Cd a las células. Para est~ se determinó 

el conte~ldo de Cd intracelular observándose que ya a las 3 h de cultivo había 
·', .. 

acumula~ión y que la cantidad de éste aumentó con el tiempo dependiendo de la 

concentración de metal en el medio. También se hizo el análisis a las 12 h de 

tratamiento, y se observó una disminución en el contenido del metal en las células 

expuestas a CdCl2 50 ~1M. Esto coincidió con el aumento del número de células en el 

cultivo; es decir, que las células empezaban a dividirse y el Cd pudo haberse 

repartido entre las células hijas: Con el tratamiento de 170 µM de CdCb las células 

se dividieron en una menor proporción, siendo esta la posible explicación de que 

encontráramos más cadmio en ellas. 

En organismos como A. thaliana y levadura, concentraciones de 50 ~1M y 1 

mM de CdCl2 respectivamente en el medio de cultivo, desencadenan una respuesta 

a nivel transcripcional en varios de los genes de la vía de asimilación 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; Domínguez-Solís et al., 
2001; Fauchon et al., 2002) . .Por lo tanto, consideramos que el incremento en estos 

metabolitos en E. graci/is." expuesta a Cd podría ser un buen indicador de una 

respuesta bioquímica del cultivo al Cd. Así que determinamos los niveles de cisterna, 

GSH y FQ a 3, 6 y 9 h de,exposición a Cd y en el control. Los resultados mostraron 

que - no existe diferenÓia en la cantidad de Cys en las condiciones y tiempos 

analizados. En E. gracilis expuestas a 44.5 ~1M de Cd, existen incrementos en la 

rnsIS CON 
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cantidad de Cys respecto al control desde las 24 h (Coppellotti, 1998) sin embargo, 

no existen experimentos menores a este tiempo. En plantas de maíz expuestas 50 

µM de CdCl2 hubo incremento de Cys aunque a partircdel segundo dfá de 

tratamiento (Rüegsegg~r_y __ l:3r!!QOld, ~1_99?). _En A. tha/iana, la adición de cistina 
- -- · - - - -· - - .---·---, - -- - -•·-------·---~-.-_;_e--···--------;----'- - _,- ---'-'--- c 7-o.c_c ---~_-_-o-.. -,_-:-_-.o_=:=----o•'=;c=.-=--'-==-;¡=;=.-~;o:--..=-...o---i--~~--=---,'-=°'----- ---

permitió mayor crecimiento de 'plantas expuestas a CdCl2 250 µMrespécto al control 

después de 15 días además; el-g~n Atcys-3A que codifica a la. 0-acetil serina tiol-
:_. ~ '· ,, . - ' , _, . . . . . 

liasa, enzima encargada de la síntesis de cisterna es regulado transcripcionalmente 

con .el con~ecºlJe:me_if1C:I$mE!11fo.~n 19~ _niveles. de G$HjDomfnguez-Solfs et al., 

2001 ). Estos. datos sugieren>.que la disponibilidad de Cys es importante en la 

respuesta a Cd y el hehho de no encontrar variaciones en los tiempos estudiados 

podría implicar qll~ no hay ca~bios rríesurables en el contenido de este metabolito 
. . .. . . 

por estarse utilizando eQ la ;~rnt¿sfs de GSH. En E. graci/is expuestas a Cd por 3 y 8 
'-~ . .·· . 

días existe incremento c!é4~7veces en el contenido de Cys y de 17-19 veces en 

GSH (Mendoza-Cc)ze1tJ ~(at'..;_~qg2). 
sr .. seenóontr~rC>nidif~rénci~s estadísticamente significativas en el contenido 

de GSHenfrela~-.-~¿;u1~cls .. ~~~:de~tas:y no ~xp~e~ta~ a·Cd--a las 9 h de cultivo, 
• • • -··', -· ···-•: > ,., •• ,._" \''t•-:- ,.,,' .-,, .· .. ·-. -.- .. - "·· - . ·-· . ·,, 

presentándose e161.lm~lapj6rioe-FQ~ a las'.$ Y:9,~h;:sc:>IC1Í11'.erít~ en el cultivo expuesto a 
., • "'' .,,, •''•''',''f'.: '' '"• •"¡'",•' -••'•, "<•, ;,;,_:,,"• '.-' .... , -,, "'•'•• : ·-· •• ;,•; .;r• 

Cd. Ésto es 'diferentei le) qlje déur~e ~ri FiauVo/fia s&rpehtina y A. tha/iana, en donde 

se encue,ntfah'..FC:is,,.de:~deflo.~:.piiméro~~rli_ioutÓs• X .1•··· tí de. exposición al metal, 

respecti~am~rite ',(~rill; .19¿.7; '.xrang ',--y OHver, ,-1998). Por otro lado, un estudio 

comparativd,e~trEl·dff~reAte~Xaiªa~\y i hraÓitis, m~stro que ésta sintetiza la menor 

cantidad d~FQs (G_el<é1~r; 19aa)·.- la síntesis temprana de FO encontrada en plantas 
. . . - ·e - >---- ·" -- - ... -. - ·;- ... . ·. 

y en mucho. maybr cantidad de en algas, comparada con la menor síntesis y mas 

tardía en E. gracilis hace pensar que estos organismos podrían tener diferentes 

mecanismos para contender contra el Cd. Quizá inicialmente E. gracilis podría 

emplear compuestos como ácidos orgánicos para quelar el metal y no recurrir a la 

síntesis de FQs, incluso, considerando que se requieren 2 tioles para quelar 1 

molécula de Cd2
+, la cantidad de Cys y GSH disponible en la célula es suficiente 

para quelarlo. Otra posibilidad podría ser que a las 3 h no se habfa alcanzado la 

cantidad mínima de metal intracelular (mayor a 3 nmol/107células; Fig. 2) necesaria 

para desencadenar la síntesis de FQs. También cabría la posibilidad de que el 

tamaño de la muestra no fueran suficiente y/o el método de análisis (derivatización 

con DTNB) no fuera lo suficientemente sensible para detectar FQ en las primeras 

horas de tratamiento. Esto podría corroborarse haciendo la derivatización con 

\~qcoN-~\ 
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monobromobimano, que es un método.· que permite detectar pmoles de tioles a 

diferencia del método. empleado en este trabajo que permite detectar nmoles 

(Sneller et al.~ 2000).-

En ··c~lul<!~ ~<3~!9~~~le~ .. S:~--Í!in!}E!(<¿~if;LY ~~: -c~~f!Lél~"~-~-:~~.~~u~!'.L~º~.':~ .. d: 
exposición a c.d .·. cicaslona'n : el increm~nto en ti oles totale,s: acompa~ado por la 

disminución .en~ los;~lveles d~ GSH. (Scheller et.al., ,1987; .Howe y Merchant; 1992;. 
- - · - e;-·· - '·'°··:'--·--.-e·- ,,__: .. -.-,., ·-- - ,.. - - · · .. ;- - --·-,,=-· - - -·-_., .'-" ,,7:- .. ;--_-·-· ·c·7i ·--- ---;~•' - .-. -.-_O'· 'º '-' -CO:,:·o-0 °" :~'-··;-:__,,-•. ' ·= ·. · - · 

Xiang y Ollver, .1998), mientras que en el caso de E grabiiis/nó se observa ~sta 
disminuclón,.al contrario, se produce una acumulaciÓn ele GSH,, Una posible 

explic~~iÓ~-;~~~-ue ~n E. gracilis la síntesi~ d~-G~f-T~o-~·;;~1:9. ~Í p~~c~~r~~~ d-~ la 

Cys y cuya síntesis se ha propuesto como un puntó de regulación importante en la 

respuesta al estrés por Cd (Zhu et al., 1999a, .1999b);·aumehte en respuesta al Cd y 

sea más rápida que la síntesis de FQ y que por lo tanto; los niveles de .GSH no se 

vean afectados, sino que incluso aumenten en presencia de Cd. Los estudios de la 

cinética de las enzimas involucradas en la vía de slntesls de GSH qe E. gracilis está 
. - . ¡ 

siendo llevado a cabo en el Depto. de Bioquímica del Instituto N~ciorial de 

Cardiología. Estos trabajos permitirán conocer cual es la partÍcipadón ele I~ ~6tividad 
.· 

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

De manera Interesante, a las 9 h de tratamient°:' s~ ehcoBfraton.p~qu~ña~ 
cantidades de FQs en las células control. Gr.ill et al.· (19ai) ~·nt~'nt~~~og qu~ metales 

como Cu, Cd, Zn, Hg, Ag, entre otros pueden inducir la síntesis 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 µM) y Zn (339 ~1M), éstos podrían estar 

Induciendo la síntesis de FQs aunque en menor grado que el Cd. 

2. Identificación de algunos genes que incrementan su expresión en 

respuesta a Cd 

A partir de los resultados anteriores, se decidió realizar el análisis de 

expresión diferencial empleando una mezcla de RNA poliN de E. gracilis tratadas 

con 170 ~1M de CdCl2 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 

CdC'2, se incluyó .. tarnbién ese RNA porque ya a ese tiempo, se encontró Cd dentro 

de las células, lo cual podría estar Induciendo cambios en la expresión genética sin 



que necesariamente se observaran cambios en los niveles de los. metabolitos 

estudiados como indicadores. .. .. 

Por rnéclio de'cDNA~AFLP se hizo la c()mparabió~ de la ex~resión; genética de . 

células .. tratadas/y~: no·· t~atadas .con :Cd empleando 128 '.combinacion~s. de 
oligo~ucleÓticici~-~~~riq~-;~~;¡~~-49 ··ci~'~ll~~s ciT~r~; ~~~j;i~ó;,~~~~~~~.~ajón~-~ohfi~ble. 
para ser (lna~za~o. _Se. encontraron 52 ~aod~~ qor{.~~f}r~~i.óQ<dAer~ncLal <~e las 

cuales ~olam~nte siete repitieron la diferenci.a observada\~n: un dÜpÚcado. realizado 

posteriom.;ente. Esto indica que a pesar de que se .ha repÓrtaclo a,1· rrjét~do de cDNA-
-- --· - -- - - ----=-,,---=--- -·- = ' - -~cc'_.~-=--;==->:----"'-c'=:=~,-=.c'o~=-o~~=~C--'c-:.~o--~~=-----'::=.~-'?c~'=~---~o=-· e=-·-

AFLP como más reproducible que otros fl).~~g~C>~ c;te q()l]l:l.§l[~.ciS>Jl. Ee expresión 

genética por la especificidad de los oligonucleótido~ y alt~s ten,peraforas empleadas 

en las reacciones de PCR (Bachem et al;,·1998{virDo~·qJ~~~~e~-~ ~~od~cir una gran 
• • • • '• , '•' • ,• ••• ¡'·'¡~J '' • r•<", ,"- - \',r •. • •: •" '' •,•' ' ' •_ • • 

cantidad de falsos positivos, por lo que es recorl1erlé:lable 11'cic~r siempre duplicados y 
'·. •'····1. :- -.. ,. >,·_;. ·,- • o'•• -C, 

comprobarla expresión diferencial por Northemblot: · .•·· 

De los siete cDNAs expresados diferencial-~ente, ~Ólotué posible clonar tres 
·-· . ¡ : - ~~L:~.- ~-" :· ·-·-: _,.- _.·.·-- ' 

de ellos (clonas 1, 2 y 5). Para corroborar su expresión;difé'rehcial encontrada en los ,, .· - ' ,_ ... ·;· --... ,,-, -··; _,, "~. -. .--.· ', ·•' ." 

cDNA-AFLPs se hicieron Northern blots utili~and~ .i lo~;.' cÓf\f~s bl~rtados como 

sondas. Sin embargo, a pesar de que se probaror( v~ria~ rrik'mb-ranas y varias 

condiciones de hibridación, sólo se logró obtener señ~cd&nn~ sC>nd~ del cDNA 

parecido a la TPI (clona 2.1 ). Probablem'ente.~)(lst~ uokb~ja,~xprE!~i~n te)os genes 

que no pudimos detectar, por lo cual no se observaron s~ñ·al~s ~n ~I Nortb~+• Para 

verificar la expresión diferencial de los genes identificados, tendrán qUecprobarse 

otras condiciones de hibridación, emplear más RNA en las membrana~ a tiu:l;idar 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 homología con un miembro de la familia de las proteínas de 

estrés por calor, la HSP70. 

Estas proteínas forman parte de un sistema de chaperonas presentes en 

todos los organismos y muchas de ellas se expresan por calor, drogas, análogos de 

aminoácidos o metales pesados, incluido el Cd (Lindquist, 1986; Abe et al., 1994; 

Liao y i=reedman, .1998; Carginale, et al., 2002; Vicio et al., 2001 ). 

En E. gracilis ya se había reportado que la incubación con 500 µM de CdCl2 o 

calor induce la expresión de proteínas de pesos moleculares alrededor de 40, 50, 70 

1 TESIS CON ---, 
1 FALLA DE ORIGEN 1 

57 



y 90 kDa (Barque et al., 1994, 1998). Además, por inmunodetección utilizando 

anticuerpos anti-HSC73 y anti-HSP72 (miembros de la familia de las HSP70) se 

determinó que células de E. gracilis adaptadas a Cd por varios años o expuestas 

momentáneamente a calor expresaron cantidades. elevadas de una protefna 
~-_o-_ -- ------_ - =-;-'"""=-~'.=.,,~-- -- ~:=-- -_ 

relacionada con HSC73 y no HSP72 (Barque et al./2000). 

En condiciones normales, las protefnas -HS(,';79 ,s()n .· constitutiyas y su 

expresión se modifica sólo ligeramente ensituaciones cie'e~trés. v~'qJ~ ~n ~ste 
trabajo _sólo se Clisló un fragmento .del cDNA y q~e las protelna~ HSC) I~~ H_~P. 
tienen un 90% de identidad (Hung et al., 1998a), no sabemos si pudiera }ratarl:)e del 

cDNA de hsc73 o de otro miembro de las HSP70. 

La regulación de la expresión genética de la familia de las HSP70 durant~ la 

respuesta a estrés por Cd ha sido más estudiada en células de mamffero. En e'stas 
. - . ¡ ' . -

células, la activación de los genes de heat shock (hsp) durante la respue!:)f~ ¡!¡ estrés 

está mediada principalmente por un factor de transcripción llamado HSF1. Este 

factor se une a)~ régión promotora de los genes hsp70 y hsc70 en un sito llamado 

"he.at shock . element" (HSE) con la consecuente activación de la transcripción 

(Morimoto; 1993). En levadura, el HSE juega un papel importante en la respuesta al 

estrés por calor, sin embargo no se ha estudiado su implicación en el estrés por Cd. 

El hecho de que las HSP70 se expresen en células expuestas a Cd (Vide et al., 

2001) sugiere que un mecanismo semejante al de estrés por calor pudiera estar 

involucrado. 

La regulación mediada por HSF1 es un mecanismo complejo. y au~qu~ es 
.-;-_;__;; ·--~--~ _-·-

parecido. entre organismos, existen diferencias importantes, En, S. éefe\/islaé' HSF1 -

se encuentra en forma de trlmero interaccionando todo el tienipo ~on H~E. En 

situaciones de estrés, un mayor número 'cleJIS~t;se unen ·ª sitios HSE no tan 

conservac:Íos probablemente como una.consencuencia de cambios en la estructura 

de la cromatina (Giardina y Lis, 1995; Estruch, 2000). En mamlferos la regulación 

involucra varios pasos que son la localización nuclear, la trimerización de 

monómeros de HSF1 para que pueda unirse a DNA y una fosforilación inducida por 

estrés que hace a HSF1 activo, la cual es distinta de la fosforilación constitutiva que 

reprime la capacidad de HSF1 para activar la transcripción de genes hsp70 (Cotto et 

al., 1996; Kline y Morimoto, 1997). 

A pesar de que la vra de activación transcripcional de hsp70 en estrés es 

cada vez más clara, no se sabe cuál es el papel del Cd dentro de la cascada de 
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transducción de señales: Probablemente la respuesta esté relacionada con la 

generación de proteínas dañadas. Incluso, se ha observad() que la transcripción de 
-·- .. '. -·· -·· 

los genes de las HSPs se correlaciona con ~ niveles 'altos de proteínas 

desnaturalizadas o mal plegadas, por lo que_ s~ ~hace¡~pec;il~do que las. proteínas 

desnaturalizadas secuestran a las HSP70 y que la disminución en los niveles de 

proteína ocasiona la activación de la transcripción de su gene (Morimoto, 1993, 

Estruch, 2000). Sin embargo, estudios recientes en S. cerevisiae mostraron que la 

sobre-expresión de HSP70 no inhibe la respuesta al estrés por calor, sugiriendo que 

los niveles de HSP70 no son el único elemento que desencadena la respuesta 

(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 proteína que tiene homología con la triosa 

fosfato isomerasa (TPI). Ésta es la enzima que cataliza la formación de 

gliceraldehído-3-fosfato (G3P) a Pé:lrtir. de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en la 

glucólisis. En este trabajo se encontró queE. gracilis tratada con Cd por 3, 6, y 9 h 
- -_- .·-

incrementa la expresión de un gen s~mejante a la TPI, posiblemente la isoforma 

cloroplástica, pues al comparar la secuencia de aminoácidos de E. graci/is con la de 

otros organismos, el porcentaje de identidad más alto fue cori la TPI cloroplástica de 

S. oleracea. Además está reportado que en E. gracilis. existen dos isoformas de la 

TPI, una cloroplástica que predomina en células fotoautótrofas y otra citosólica que 

predomina en los cultivos heterotróficos (Mo et al., 1973). 

En un estudio del efecto del Cd sobre la fotosíntesis de E. gracilis se reportó 

que la exposición a 0.1 µM de CdCl2 ocasiona una disminución en el contenido de 

triosas fosfato: gliceraldehído 3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato (De Filippis y 

Ziegler, 1993), pero no se analizó el efecto sobre la actividad o la expresión de las 

enzimas que sintetizan estos metabolitos por lo que no puede descartarse una 

regulación a nivel transcripcional. 

No existen reportes de la regulación de la expresión 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 

como frío, calor, deficiencia de nitrógeno, deficiencia de glucosa y estrés osmótico 

(Umeda et al., 1994; Minhas y Grover, 1999; Rodríguez-Vargas et al., 2002, Prasad 
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et al., 2003). Además, en algunas ocasiones, el incremento de su expresión coincide 

con el incremento de la expresión de otras enzimas de la glucólisis tales como 

glucosa fosfato isomerasa, fosfofructocinasa-1, gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa, enolasa y aldolasa. Y lar~~pu:st~puede depender d.:1 ~iernpo.~e 

estrés al que se sometan las células (U meda et al., 1994; Minhas y Grover, 1999). 

No se sabe el mecanismo mediante el cual se regula laexpre¡:¡ión 9f~stas 

enzimas bajo estrés. Pero el hecho de que su expresión ·cambie en diferentes 

situaciones sugiere que se trata de una respuesta general. de. adapta'ción, tal vez 

relacionada con cambios en los niveíes energéticos (ATF»-(Plaxton, .¡·99~6):~T-· - ~- -
- .~, =;º'o" . '~':.·:'.- -.-.-;',·' -

Apoyando esta idea, un análisis de la expresión genética de ~;cerevisifJe · 

expuesta a calor, estrés. oxidativo, estrés osmótico, deficiencia de aminOácj~o~:eritre 
otros, mostró que existen cambios en la transcripción, específic;s para e/a~~ e~tré~ y ._. 

otros cambios generales que son comunes en todos los estreses. Entp:i eLgr~po de 

genes comunes se encuentran algunos de la glucólisis (Gasch et al., 2000): 

Por otra parte, Krieger y Ernst (1994) reportaron que el mRN,A. de(la TPI de S. 

cerevisiae es estabilizado por Fe. Aunque no se estudió el mecanismo implicado, el 

Cd 2+, podría ocupar el lugar dE!I fe2
+ en este proceso por el hecho de ser ambos 

metales divalentes. Sin emba;~;o, por~I panorama descrito anteriormente, es más 

probable que el cambio en'1cl{~x~fesión de la posible TPI sea una respuesta de 
,: ' ' ' - _,. ·- '·~; . ,,_ 

adaptación general, como ocurre enofrosorganismos. 

Proteína de unión a poli-A 

Se clonó también un cDNA que al ser tradueido codifica una posible proteína 

que une poli-A (PABP, por sus siglas en inglés). Esta proteína es importante para la 

formación de la cola de poli-A en el mRNA y para la iniciación de la traducción (Zhao 

et al., 1999). El cDNA de la posible PABP de E. gracilis presenta dos regiones que 

podrían unir RNA (RRMs). 

La síntesis de mRNA funcional en eucariontes requiere de modificaciones 

postranscripcionales. entre las que se encuentran el corte del extremo 3' y su 

poliadenilación; El corte .del mRNA se lleva a cabo en sitos específicos reconocidos 

por diversos factores de. transcripción tales como CPSF (cleavage/polyadenylation 

specificity factor) en mamíféros y CF1 (cleavage factor 1) en levadura, entre muchos 
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otros. Una vez que el DNA ha sido cortado, se recluta una poH~A polimerasa (PAP) 

que adiciona la cola de poli·A Se ha observado que en mam(feros, la s!ntesis de la 

cola de poli~A es más;efiéie~~te en:presericia .de un~ ·PABP (Zhao et a/,; 1999); En 

levadura esta protefna está involucrada· en la regulación d~ la: longitud d~ la:cóla de 
- ' ---- _-:-__ , --'-=--==o...=c.~;o-=-- --~=--;o-",-~=;c¡-_.=_-_-_-_,,-=·~~ --,';,,_-_-o-=--=--- = =- -- --' ; ---- ·- --.-C-=o -_-ce ~~-=-~-=--=-.'.'e - "'--'-.¡r;dr-_;,-~~;;.::='-----;:.""~-=o¡o..~~_.';~~ 'o:-_;-;..=--_-,_'. ; 

poli-A pero no se. ·sa~e el mecanismo de regulación, aunque! müta9ióñE;!S en esta 

prote!na ocasionan la formación de colas de poli-Aan~rrn~lm~'r:1te\¡~rga~.·(Vo eta/., 
', -·;·':~-;-,-'-.-;_-:;~·.-,o• ·>- ·.. -_ · -_._--. ;.-.-;._· .-_:._c_•./=·."'o~···..oºo--; ~-~- .. , . .:C:-.c;-'-- o-;._,·, __ ... 

2001). 

por otra:~arte, en experimentos in vitro se ha obseí'l~do qué l~·cola de poli-A 
-=-==--'-·'"""-c-="-=·-;-'='C""-"=~=-=-·=-=--'-- - - '--- -- -_--;-~-'--·~-~~-=----"°_:__ _ _:_,-,,~-~'-- "=..-;f==~~:O~--o-~co~----

es necesaria p~ra una eficiente traducción de mRNA, ya que.ésta inter,élcciona con 

una PABP ~~tiiTI~lando la unión de la subunidad ribÓsomal 4os al~xtfemó 5' del . - . ' . , ,, ' . . . ' . '• ·-· .. ,. ·- ·" " - ... ' ; ·-· 

mRNA favorec(éndo la traducción (Tarun y Sachs, 1995). E!:)te pa~o de iniciación de 

la traducción también se estimula por una asociación del·f~cfor'.~~··lniciaciém,de la 

traducción elf4E, que está en el extremo 5' cap, con el fact6r ~¡F~,G· La
1
cola de poli­

A unida aPABP también interacciona con e1F4G,~de ith! qu13 el mqdéio propone que 

el cap del 5' y la cola de poli-A en 3' actúan_ en collj~~toi~~,r~ ljnira.~it=4i3 y,(éclutªr 

al 40S en el extremo 5' del mRNA (Sactis et~/.. f~97; Vvellset~/., 1998). .. .. . 

Poco se sabe de la regulación de)a E!X.pre~lón,·:g~Q;ética de las PABPs en 

situaciones de estrés. Recientemente, estydi~s ~j, l~'.f diferent~s fases de desarrollo 

de c. e/egans demostraron que en. las larvas q'q~ ;{e fcxman cuando disminuye la 

fuente de alimentación o hay sobrep()b1J6ión, ~~'iíÍcr~menta la expresión de una 

PABP (Cherkasova et al., 2000). En: ley~d1Mffae?observó el incremento de un 

mensaje de PABP asociado con defeCtos·~~nv~l,¿icl~celular, aunque no se sabe¡ su 

papel en este proceso. Se sugiere• qu~ 1~t~bbr~~expreslón de esta prote!na podr!a 
. ... . . .· .. : 

interferir con la traducción de mRNAs involucrados en el ciclo celular (Tallada et al., 

2002). 

No existe información acerca de cambios en la expresión de PABP 

ocasionados por metales pesados, incluso en este trabajo no fue posible corroborar, 

por Northern blot, la aparición 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 

prote!na pudiera estar correlacionada con el defecto en la división celular observada 

en éste trabajo, como ha sido descrito para levadura. Otra posibilidad sería que la 

actividad de esta prote!na fuera la de madurar o participar en la traducción de 

mensajeros específicamente necesarios durante el estrés por Cd. 



Fragmento de cDNA no identificado 

Además de los cDNAs mencionados, se clonó un fragmento de 

aproximadamente 100 pb que al ser traducido y comparado .con el banco de 
-- _c_,,-o--=- - =- ,•---=-·-

proteínas, no mostró homología con ninguna secuencia. Se hizo una comparación 

de su secuencia de nucleótidos utilizando BLA§T ~n I~ modalidad de comparación 

de secuencias pequeñas. Inicialmente se pensó que podría tratarse de una 

secuencia regulatoric¡ que pudiera estar .Rresente ~~ C31~una r:gión no traducida del 

mensaje y que pudiera correlacionarse con ·:alguna s¡eñal para estabilidad o 

degradación de mensajeros en respuesta a estrés; El análisis produjo al menos 
. ·' . :_,"· ' 

treinta secuencias semejantes en dif~reritei.s ge;ines, la mayoría de ellos sin una 

identificación con ningún gen conocid(); Nó ~~.pudo. identificar una región especifica 

en donde estuvieran . estas \•clorlas, por< lo .tanto,i no podemos sugerir que 

correspondan a ninguna región reguládora ~~ p~rticÜlar. 
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CONCLUSIONES 

En Euglena gracilis: 

1) Existen cambios en la expresión gené¡tica por el tratamiento con CdCl2 170 

~1M a tiempos cortos. 

2) Url_geºn St3íll~jaj}t~<JJa triosa fosfato isomerasa.alj_m1311_tClc~!)lJce~pr~!).ié>Q. p()r . 

la exposiciórlca'cd.' < . ' 
3) Se encontró'evid~ncia de que genes semejantes a una'HSP70y a una > ,_. :'. ' '.~--'.'•·,V-~··: .:_ -;_·:; ; " 

PABP inducen su expresión en respuesta a Cd. 

4) Hay acumulación de Cd dentro de las células a tiempos,~o~,ps'(3,6 y 9 h) 

de exposición. La acumulación es dependiente de la cof1.'ceí)Írf3ciÓ~ ~e Cd 

en el medio. 

5) La exposición a 170 µM CdCl2 a tiempos cortos no modifica ~I cóntenido 

de Cys. Sólo se observan diferencias en el contenido de GSH entre las 

células con y sin Cd hasta las 9 h de cultivo. 

6) Se observa sintesis de FQ en los cultivos tratados con 170 ~1M de CdCl2 a 

partir de 6 h 
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PERSPECTIVAS 

1) Corroborar la expresión diferencial dela HSP70, PABP y de la secuencia 

de 100 pb. 

2) Ya que se ha visto que la TPI aumenta su expresión con la exposición a 

Cd, podría analizarse su actividad. enzimática en estas mismas 

condiciones para establ~9er. si' e,xiste un incremento en la cantidad de 

enzima. 

3) En este trabajo se comparó el patrón de expresión de E. gracilis con y sin 

Cd utilizando 49 combinaciones de oligonucleótidos sin embargo seria 

posible hacer hasta 400 combinaciones que permitirían tener un panorama 

más 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 expresión diferencial encontrada pudiera no estar correlacionada 

con mecanismos de resistencia sino solo de respuesta general al estrés; 

por lo tanto, sería interesante realizar estudios de expresión genética con 

células seleccionadas para resistencia a Cd. 

4) De los genes que se confirme la expresión diferencial y que resulten de 

interés, será importante aislar los cDNAs completos a partir de una 

biblioteca y analizar su expresión a lo largo de las diferentes fases de 

desarrollo del cultivo, con la finalidad de determinar si únicamente son 

genes de respuesta temprana a Cd o si su expresión es regulada 

diferencialmente con Cd a través del desarrollo. Con los genes completos 

se podrán hacer experimentos de expresión de proteína recombinante en 

sistemas heterólogos como bacterias o levaduras que permitirán analizar 

su función y actividad. 

5) Dado que se tiene bien caracterizada la respuesta bioquímica de la vía de 

asimilación de azufre y que ésta juega un papel importante en la respuesta 

de E. gracilis a Cd, sería importante complementarla con estudios de 

expresión genética de las enzimas involucradas tales como la y­

glutamilcisteína sintetasa, glutatión sintetasa y fitoquelatina sintetasa. 

!
·---------------~ 
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APÉNDICE 

Medio de cultivo glutamato/malato (Schiff et al., 1971) 

Minerales traza 

M 
N 
K 

A 

MgS04 
(NH4)2HP04 
KH2P04 

5 gen 20 ml 
2gen10ml 
2 gen 10 ml 

ZnS04 7H20 2.2 g 
MnS04 4H20 2.0 g 
NaMo04 2H20 0.5 g 
CoCl2 6H20 0.040 g 
Disolver en HCI y aforar a 50 ml 

B (1X) 
CuS04.6H20 
Ha80a 
Nal 
Aforar a 100 ml 

Vitaminas (1 OOml) 

0.078 g 
0.057 g 
0.023 g 

Tia mina (81) 0.1 g 
Vitamina 812 2 x 1 O ·ªg (a partir de un stock 0.02%) 
FeCla.6H20 0.05 g 
Disolver en 1 O ml de agua y esterilizar por filtración, aforar a 100 ml con agua 
estéril. 

Para 4 L de medio glutamato/malato: 
glutamato 22.2 g 
malato 8.8 g 
CaCOa 0.88 g 
Disolver y añadir los siguientes minerales traza: 
A 8.88 ml 
8 (5x) 1.0 ml 
M 8.88 ml 
N 8.88 ml 
K 17.7 ml 
Ajustar pH a 3.5 y aforar a 4 L. Esterilizar 45 min a 15 lb y 121 ºC 

Medio KME pH 7 .2 
KCI 
MOPS 
EGTA 

Glutatión 

120 mM 
20mM 
2mM 

Preparar un stock 100 mM de glutatión. Guardar en alícuotas a -70ºC. 
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Tomar una alícuota de 10 ~LL y llevar a 10 ml de agua. Tomar 50 µ1 para hacer 
HPLC. 

Agua tratada con DEPC 
Acetato de sodio pH 4.0 

Solución D para extracción de RNA 

Tiocianato de Guanidina 
Citrato de sodio pH 7.0 
Sarcosyl 
13-mercaptoetanol 

0.8 ml DEPC/ L de agua 
2M 

4M 
25 mM 
0.5% 
0.1 M 

Para preparar esta solución, pesar 250 g de Tiocianato de guanidina y 
disolver en 293 ml de agua con DEPC, añadir 17.6 mL de una solución 
stock de citrato de sodio 0.75 M y 26.4 mL de una solución stock de 
Sarcosyl 10%. Esta solución puede ser almacenada por tres meses a 
temperatura ambiente. Esterilizar en autoclave a 121 ºC y 15 lb durante 20 min. 
Antes de utilizar, añadir 0.36 mL de 13-mercaptoetanol por cada 50 ml de 
sol. D. Una vez que se ha añadido el p-mercaptoetanol, la solución se puede 
guardar un mes. 

Buffer para sintesis de segunda cadena de cDNA 5X 
Tris-HCI pH 7.4 175 mM 
MgCl2 20 mM 
(NH4)2S04 5 mM 
DTT 15 mM 

Buffer para digestión-ligación 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 
Forma mida 
EDTA 
Xilen cianol 
Azul de bromofenol 

TBE 10X 
Tris base 
Acido bórico 
Stock de EDTA 0.5 M pH 8 

Gel de agarosa 1.2% 

98% 
100 mM 
0.025 % 
0.05 % 

108 g 
55 g 
40 mL 

Disolver 0.3 g de agarosa en 25 ml de TBE, añadir 1 µL de una solución de 
bromuro de etidio y vaciar. 
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Solución de prehibridación (40 ml) 
Buffer de fosfato de Na 1 M pH 7 
sos 20% 
EDTA 0.5 M pH 8 
H20 

SSC 20 X 
NaCI 
Citrato de Na 

Medio LB 

26 mL 
7 mL 

40 µL 
7 mL 

3M 
0.3 M 

Peptona de caseína 1 O g . 
Extracto de levadura 5 g. 
NaCI . ·.· 10 g . . 
Disolver en 500 ml de agua y aforar a 1 L Esterilizar a 121 ºC 15. lb durante 15 
min. Si se requiere prepararmedio;sólido; al medio líquido se le añaden•15 g 
de agar antes de esterilizar. NO~interitardisolver enfrlo; Agitar al sacar de la 
autoclave. · · · ·. · . · · · . · · .· · .· · 

Medio SOC < ··••· ...• ·.. . .... < .•. . . 
Medio LB más glucosa esterilizada por filtración a una.concentración final de 20 
mM . .. .. ····. 

BufferTENS 
Tris pH 8 
EDTA pH 8 
Na OH 
sos 

Buffer MOPS 20 X 
MOPS 
Acetato Na (pH 7) 
EDTA 

Gel desnaturalizante para RNA 
3% formaldehfdo 
Buffer MOPS 1 X 
Agarosa 2% (1.4 g) 

10 mM 
1 mM 
0.1 N 
0.5% 

0.4 M 
0.1 M 

0.02 M 

Disolver la agarosa en 64.4 mL de agua estéril, después añadir 2:1 ml de 
formaldehído (37%) y 3.5 mL de MOPS 20 X 

Acrilamida (5%) para geles de secuenciación 

100 ml 200 ml 
Acrilamida 4.75 g 9.55 Q 

Bis acrilamida 0.25 Q 0.5 q 
Urea 7.5 M 45 q 90 q 
TBE 10 X 10 ml 20 mL 
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Vector pGEM (Promega) 

. T7 .J. 
1 slart 

14 
20 
26 

Ampr 31 
pGEM11t·T 37 

Vector 46 
(3000bp) 

Spel 55 
Notl 62 
BstZI 62 
Pstl 73 
Sall 75 
Ndel 82 
Sacl 94 
BstX 1 103 
Nsil 112 

f SP6 
126 

Vector utilizado para clonar las secuencias aisladas de los AFLPs 

rrv"~Q ,..ON 
. . •. •! ~ l..) 
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Oligos disponibles para AFLP 

Clave Nombre Secuencia 
ML33 Msel adaoter.1 GACGATGAGTCCTGAG 
ML34 Msel adapter.2 TACTCAGGACTCAT 
ML35 EcoRI adaoter.1 CTCGTAGACTGCGTACC 
ML36 EcoRI adapter.2 AA TTGGTACGCAGTC 
ML37 Msel Core + adapter GACGATGAGTCCTGAGTAA 
ML38 EcoRI Core + adapter CTCGTAGACTGCGTACCAATTC 
ML39 U-EcoRI (EcoRI) 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+2.1 O 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 
ML68 Mse+2.3 GATGAGTCCTGAGTAAAG 
ML69 Mse+2.4 GATGAGTCCTGAGTAAAC 
ML70 Mse+2.5 GATGAGTCCTGAGTAATA 
ML71 Mse+2.6 GATGAGTCCTGAGTAATT 
ML72 Mse+2.7 GATGAGTCCTGAGTAATG 
ML73 Mse+2.8 GATGAGTCCTGAGTAATC 
ML74 Mse+2.9 GATGAGTCCTGAGTAAGA 
ML75 Mse+2.10 GATGAGTCCTGAGTAAGT 
ML76 Mse+2.11 GATGAGTCCTGAGTAAGG 
ML77 Mse+2.12 GATGAGTCCTGAGTAAGC 
ML78 Mse+2.13 GATGAGTCCTGAGTAACA 
ML79 Mse+2.14 GATGAGTCCTGAGTAACT 
MLBO Mse+2.15 GATGAGTCCTGAGTAACG 
ML81 Mse+2.16 GATGAGTCCTGAGTAACC 
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