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RESUMEN

Identificacion de genes implicados en la eliminacion de biotoxinas en el
mejillon Mytilus galloprovincialis Lmk.: clonacion y expresion de los
cDNA que codifican para dos proteinas transportadoras ABC de la

subfamilia B (proteinas MDR)

La multirresistencia frente a xenobioticos (MXR), en organismos acuaticos
expuestos a toxinas o contaminantes antropogénicos, es un fenémeno equiva-
lente a la multirresistencia frente a farmacos (MDR), estudiada en lineas celu-
lares tumorales resistentes a drogas anticancerigenas. Un xenobiotico es toda
sustancia extrana o ajena a las que proceden de la composicion normal de un
organismo vivo. Un ejemplo serian las biotoxinas marinas, entre ellas el acido
okadaico (principal toxina de tipo diarreico - DSP). El proceso de desintoxica-
cion tiene lugar frecuentemente en varias fases, en las que participan una se-
rie de enzimas y transportadores de membrana. Este sistema funciona de for-
ma practicamente universal, desde arqueobacterias hasta la especie humana,
donde ha sido fuertemente estudiada, debido a su implicacion en tratamien-
tos tumorales. Ultimamente, se han realizado diversos estudios en organismos
marinos, donde se analiza el funcionamiento y la induccion de este sistema

frente a diversos contaminantes.

Los genes de multirresistencia frente a xenobioticos (MXR) codifican para
una serie de proteinas transportadoras de membrana, pertenecientes a la su-
perfamilia de proteinas ABC (ATP-Binding Cassette), encargadas del transporte
activo de la toxina o sus derivados, hacia el exterior de las células. Una de las
encargadas de realizar esta funcion es la P-glucoproteina (P-gp, ABCB o
MDR).

La presencia de un sistema MXR en bivalvos, sumado a la estructura molecu-
lar del acido okadaico, que cuadra perfectamente en el diseno de la amplia va-
riedad de metabolitos, que se unen y son trasladados por este transportador,
sugiere su consideracion como un posible sustrato de la P-gp. Esto permite
proponer la hipoétesis de que este transportador podria estar implicado en la

desintoxicacion celular de moluscos durante los episodios toxicos.
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Resumen

En esta investigacion se ha buscado la presencia de proteinas MDR en varios
tejidos del mejillon (Mytilus galloprovincialis), mediante el estudio de los genes
que las codifican. Para ello, se utilizaron determinadas herramientas de biolo-
gia molecular, como la transcripcion inversa, seguida por una reaccioén en ca-
dena de la polimerasa (RT-PCR) y de RACE-PCR (rapid amplificaction of cDNA
ends-PCR) . Finalmente, los fragmentos obtenidos fueron clonados y secuencia-
dos.

Se ha conseguido completar la secuencia del cDNA que codifica para dos pro-
teinas de tipo MDR o P-gp, en el mejillon M. galloprovincialis, que presentaban
los motivos conservados caracteristicos de esta familia. En el gen mdrl, el
cDNA esta formado por 4271 pb y codifica para una proteina de un tamano
de 1307 aminodacidos, mientras que el cDNA del gen mdr2 consta de 4417 pb,

que origina una proteina de 1367 aminoacidos.

También se realizé un estudio de la expresion de estos genes en los diferentes
tejidos del mejillon (glandula digestiva, branquia y manto), ademas de un
analisis a lo largo de la evolucién de un proceso de intoxicacion-desintoxica-
cion por toxinas DSP, que tuvo lugar en 2010 en las rias gallegas. Para ello, se
utilizo la técnica de RT-qPCR, usando cebadores especificos de los fragmentos
que se quieren amplificar. Para normalizar los resultados, se llevé a cabo un
analisis de un grupo genes de referencia [NADH deshidrogenasa subunidad 4
(nd4); gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gapdh); citocromo c oxidasa
subunidad I (coxI); proteina de fusién ubiquitina - proteina ribosomal S27
(rps27); factor de iniciacion de la traduccion HA (#f5a); 40S proteina riboso-
mal S4 (rps4); actina (act) y 18S RNA ribosomal (18S)], con el fin de encon-
trar aquellos que se mantengan mas estables, a lo largo del experimento. Para
ello, se usaron tres programas informaticos, que clasifican los genes examina-

dos segun su estabilidad: geNorm, NormFinder y BestKeeper.

Tras los analisis con los tres programas, se propusieron los genes de referencia
mas estables, que se deberian usar para la normalizaciéon en cada uno de los

casos. Serian:



Resumen

. paralos tres tejidos en conjunto (glandula digestiva, braquia y manto): gapdh,
rpsd, rps27y cox1;

- para glandula digestiva y branquia: gapdh, rps4y cox1;

- para manto: gapdh, rpsdy rps27.

Tras comparar la expresion entre los tres tejidos, se observo que, para la mdrl,
no se encontraron diferencias significativas, mientras que para la mdr2 era ma-
yor en la branquia que en los otros dos tejidos. Esto puede ser debido a que es
el primer lugar donde se produce el contacto entre las toxinas y el organismo,
actuando como un tejido barrera que impide la entrada de este tipo de molé-

culas y expulsando aquellas que han sido asimiladas.

Por otra parte, al analizar la expresion de estos genes durante el proceso de
intoxicacion-desintoxicacion del mejillon por dcido okadaico, se observo que
el gen mdrl estaba significativamente mas expresado, tanto en branquia como
en la glandula digestiva, de los mejillones expuestos a altas concentraciones
de toxinas DSP, en relacion al control sin toxina, mientras que esta sobreex-
presion, para mdr2, solo pudo ser observada en la branquia. En el manto no se
encontraron cambios significativos de los niveles de expresion para ninguno

de los genes.

Estos resultados revelan que, probablemente, las proteinas transportadoras
MDR actiien en las branquias como una barrera frente a las biotoxinas, evitan-
do su entrada y eliminandolas hacia el exterior. Ademas, la sobreexpresion de
mdrl en glandula digestiva podria estar relacionada con una funcién protecto-
ra, mediante la expulsion directa de toxicos, y con el transporte de metaboli-
tos tras los procesos de biotransformacion que tienen lugar en este 6rgano,
donde se acumulan principalmente las biotoxinas marinas en moluscos bival-

VOS.
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ABSTRACT

Identification of genes involved in the elimination of biotoxin in the

mussel Mytilus galloprovincialis Lmk.: Cloning and expression of the

cDNAs encoding two ABC transporter proteins of subfamily B (MDR
proteins)

Multi-xenobiotic resistance (MXR) in aquatic organisms exposed to toxins or
anthropogenic pollutants is a phenomenon equivalent to the multi-drug resis-
tance (MDR) studied in tumor cell lines resistant to anti-cancer drugs. A
xenobiotic is any compound foreign or external to those from the normal
composition of a living organism. One example would be marine biotoxins,
including okadaic acid (mainly diarrhetic toxin type - DSP). The process of
detoxification often takes place in several stages involving a number of en-
zymes and membrane transporters. This system works almost universally, from
archaea to the human species, where it has been heavily studied because of
their involvement in tumor treatments. Recently, several studies were done, re-
lated to their functioning in marine organisms, where the function and induc-

tion of this system against various contaminants have been analyzed.

Multixenobiotic resistance genes (MXR) encode for a set of membrane trans-
porter proteins, belonging to the superfamily of ABC proteins (ATP binding
cassete), responsible for the active transport of toxins or their derivatives out-
wards from the cells. One of the implicated for carrying out this function is
the P-glycoprotein (P-gp, ABCB or MDR).

The presence of a MXR system in bivalves and the okadaic acid molecular
structure, which fits perfectly in the design of the wide variety of metabolites
for these transporters, suggests that it should be considered as one possible
substrate of P-gp. This permits us to hypothesize that this conveyor could be

involved in cellular detoxification of mollusks during toxic episodes.
In this research, the presence of MDR proteins in various tissues of mussels
(Mytilus galloprovincialis), through the study of the genes coding for this pro-

tein, has been demonstrated. To do this, specific molecular biology tools were

xiil



Abstract

employed, such as reverse transcription followed by a polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) and a RACE-PCR (rapid-apmplification of cDNA Ends PCR).

Finally obtained fragments were cloned and sequenced.

The complete cDNA sequence that codifies for two MDR proteins (P-gp) in
the mussel M. galloprovincialis has been obtained and the conserved motifs
characteristic of this family have been localized. In the mdrI gene, the cDNA is
composed of 4271 bp and codifies for a protein of 1307 amino acids, while the
mdr2% cDNA consists of 4417 bp that originate a 1367 amino acids protein.

Also, a study of the expression of these genes in different tissues (digestive
gland, gill and mantle) was performed, plus an analysis during the evolution
of a DSP toxin intoxication-detoxification process, which took place in 2010 in
the Galician “rias”. This has been done using the technique of RT-qPCR, using
specific primers that amplify expected fragments. To normalize the results, an
analysis of a set of reference genes [ NADH dehydrogenase subunit 4 (nd4),
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapdh), cytochrome c oxidase subunit I
(coxl), ubiquitin fusion protein - ribosomal protein S27 (rps 27), translation initiation
Jactor 5A (tif5a), ribosomal protein small subunit, protein 4 (rps4), actin (act) and
18S ribosomal RNA (18S) ] was performed in order to identify those that remain
more stable throughout the experiment. We employed three computer
programms (NormFinder, geNorm, and BestKeeper), that examined and

clasified the genes according to their stability.

After the analysis with the programs it was proposed that the most stable refer-

ence genes to be used for normalization were:
. forall three tissues (digestive gland, gill and mantle): gapdh, rps4, rps27
and coxI;
. for digestive gland and gills: gapdh, rps4 and cox1;
. for mantle: gapdh, rps4 and rps27.
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After comparing the levels of expression between the three tissues, it was ob-
served that for the mdrl no significant differences were found, whereas the
mdr2 was greater in the gill than in the other two tissues. This may be due to
the fact that it is the first place where contact occurs between the toxins and
the body, acting as a barrier tissue that prevents the entry of some molecules

and expelling those which have been assimilated.

Moreover, when the expression of these genes in the process of detoxification
was analyzed, it has been observed that the mdr! gene was significantly more
expressed in gills and in the digestive gland when mussels were exposed to
high DSP toxin concentrations when compared to the ones without toxin,
while this overexpression was only observed in the gill for mdr2 gene. In the
mantle there were no significant changes in expression levels for any of the

genes.

These results reveal that probably MDR transporter proteins operate in gills as
a barrier against biotoxins, preventing their entry and removing them out-
wards. Furthermore, the overexpression of mdrl in the digestive gland could
be related to a protective function, through the direct expulsion of toxics, and
with the transport of metabolites after biotransformation processes, which
take place in this organ where marine biotoxins mainly accumulate in bivalve

mollusks.
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1. INTRODUCCION

Uno de los mayores problemas que estan teniendo lugar en las costas de todo
el mundo, relacionado con el cultivo de moluscos bivalvos, reside en el au-
mento general de la aparicion de afloramientos fitoplanctonicos. Estos estan
favorecidos por el notable incremento de la contaminaciéon de aguas costeras

y el aumento paulatino de la temperatura asociado al cambio climatico (FAO,
2004b).

Los mejillones presentan una elevada capacidad para captar nutrientes sus-
pendidos en la columna de agua. Algunas especies de fitoplancton, del que se
alimentan, producen compuestos toxicos que se acumulan en sus tejidos, pu-
diendo causar diferentes tipos de intoxicacion en el hombre. Dependiendo
del tipo de toxina, se pueden producir desde molestias digestivas hasta graves
trastornos neurologicos, pudiendo en algunos casos provocar la muerte. Una
de las toxinas con mayor aparicion en el medio y, por tanto, con mayor pre-
sencia y acumulacion en animales filtradores, es la DSP (diarrhetic shellfish poi-

SONIng).

Es, probablemente, el problema mas grande con el que se encuentra la indus-
tria del mejillon, debido a su alta incidencia y su prolongada presencia. Nu-
merosas investigaciones y diversos medios se han invertido en tratar de redu-
cir la presencia y los efectos negativos de esta toxina. En Galicia, como en
otras comunidades de Espana y otros paises, se dispone de un complejo siste-
ma de vigilancia y control, que permite a la administracion tomar las medidas
necesarias para controlar la extraccion de las distintas especies. Por ahora, la
depuracion de los mejillones intoxicados, transfiriéndolos a aguas sin presen-
cia de organismos toxicos con el fin de reducir la concentracion de la toxina,
se ha considerado como una alternativa, ya que al menos esta reubicacion evi-
ta que sigan asimilando estos compuestos. Aun asi, no es un método emplea-

do frecuentemente, debido a que no suele ser viable econémicamente.

Las respuestas fisiologicas de los mejillones frente a la presencia de compues-
tos toxicos en el medio todavia son poco conocidas. Se estan realizando nume-

rosos estudios dirigidos a conocer las dinamicas de las microalgas toxicas en el
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I. Introduccion

medio y a conocer mejor los sistemas de acumulacion y eliminacion de toxinas
en los moluscos, con el fin de poder acelerarlos y conseguir algin método

efectivo para favorecer su depuracion.

Los estudios clasicos de metabolismo estan siendo complementados en los ul-
timos anos con nuevas técnicas moleculares que se han desarrollado conside-
rablemente. Esto podria ayudar a identificar y conocer los genes implicados
en la sintesis de proteinas relacionadas en los procesos de eliminacion de bio-

toxinas.

El objetivo de esta tesis es profundizar en el conocimiento sobre la actuacion
de algunos mecanismos de proteccion y eliminacion de compuestos toxicos
de los tejidos del mejillon, concretamente con el estudio de una subfamilia de
las proteinas transportadoras ABC (ATP-binding cassette), la P-glucoproteina,
MDR o ABCB. Poder comprender el papel que llevan a cabo y saber como ac-
tivarla o favorecer su expresion probablemente ayude a reducir la concentra-
cion de toxinas en los individuos, reflejandose en un beneficio econémico

muy significativo para el sector.

1.1. Cultivo del mejillon en Galicia

El término acuicultura se refiere a aquellas actividades cuyo objetivo es el de-
sarrollo, crecimiento, comercializacion y produccion de organismos acuati-
cos, tanto de aguas dulces, salobres o saladas (Barnabé, 1991). Este proceso
implica el control de todas las etapas del desarrollo, desde los primeros esta-
dios hasta el adulto, facilitando a los organismos cultivados todos los medios
necesarios para su crecimiento y engorde. El cultivo de algas, crustaceos, pe-

ces y moluscos constituye los grandes grupos de interés acuicola.

La acuicultura tuvo sus inicios hace aproximadamente 4.000 anos, pero en los
ultimos 60 anos la acuicultura mundial ha sufrido un espectacular incremen-
to, con el objetivo de complementar la creciente demanda mundial de pro-
ductos pesqueros que no puede ser cubierta por la pesca extractiva. De una

produccion inicial de menos de un millon de toneladas anuales, a comienzos
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de la década de 1950, se ha pasado en 1980 a producirse en todo el mundo 4,7
millones de toneladas de productos pesqueros de la acuicultura, aumentando
a 13,1 millones de toneladas en el ano 1990. Sin embargo, en el ano 2001 ya se
producian, a nivel mundial, alrededor de 35 millones de toneladas de pesca-
do, crustaceos y moluscos de acuicultura, llegando a alcanzarse unos volime-
nes de produccién proximos a los 50 millones de toneladas en 2007 (FAO,
2012a). Véase la Tabla 1:

Tabla 1. Produccion mundial de acuicultura (Tn). (FAO, 2012a).

2001 2002 2003 2004 2005

Peces, crustaceos,

34.613.626 | 36.785.687 | 38.915.093 | 41.907.649 | 44.295.996
moluscos

Todos los organismos

I~ 44.328.731 | 47.383.215| 50.316.826 | 54.572.287 | 57.814.929
(+ plantas acudticas)

2006 2007 2008 2009 2010

Peces, crustaceos,

47.290.220 | 49937426 | 52.946.447 | 55.714.357 | 59.872.600
moluscos

Todos los organismos

o 61.381.486 | 64.931.046 | 64.931.046 | 73.070.123 | 78.879.653
(+ plantas acudticas)

En la actualidad, la acuicultura representa casi la mitad del alimento acuatico
mundial, segun cifras facilitadas por la FAO (2004a). En el ano 2004 la pro-
duccion acuicola a nivel mundial fue de unos 42 millones de toneladas, mien-
tras que de la pesca extractiva se obtuvieron 90 millones de toneladas. Se pre-
vé que en el ano 2020 el 50% de los productos pesqueros para consumo
humano se obtendran de la acuicultura. Como se puede observar en la Figura
1 (Vela & Ojeda, 2007), de la pagina siguiente, la tendencia es un incremento
paulatino de los productos de acuicultura, que en un futuro proximo iguala-
ran los volimenes obtenidos con la pesca extractiva. En base a estos datos, la
FAO estima que la acuicultura es uno de los sectores con mayor potencial de
crecimiento si se pretende garantizar el suministro adecuado de alimentos de
origen acuicola, ya que ultimamente se ha observado un estancamiento de la

pesca extractiva.
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icultura

Millones de Tm.

2025

Figura 1: Produccion mundial de productos pesqueros (Vela & Ojeda, 2007).

La riqueza de recursos marinos renovables de las rias gallegas y su produccion
es singular, siendo muy superior a la mayoria de otras regiones del mundo. Di-
cha productividad obedece a caracteristicas como la luz, turbidez o la concen-

tracion de nutrientes (Figueiras et al., 2002).

En Galicia se producen varias especies de moluscos bivalvos de gran interés
economico, como la ostra, berberecho, almeja, vieira, navaja o zamburina,
pero sin duda el mds importante es el mejillon. El cultivo del mejillon en
Espana se realiza principalmente en Galicia, superando el 95% de la produc-

cion total del pais (Figura 2).

014%  0,45%

M Galicia

I Baleares

M Valencia
Andalucia

M Cataluna

Figura 2: Distribucion porcentual de la produccion de mejillon por Comunidades Auténomas en
2005 (Vela & Ojeda, 2007. Fuente: Jacumar).
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Comparando la produccién miticola por comunidades autébnomas desde los
anos 2007 hasta el 2010 (Tabla 2), podemos observar la elevada produccion
de mejillon en la comunidad gallega, oscilando en torno a las 200.000 tonela-

das, practicamente la produccion total de estos moluscos en Espana.

Tabla 2. Datos de produccion (Tn) del mejillén M. galloprovincialis, por comunidades (MAGRAMA 2012).

CCAA 2007 2008 2009 2010
Galicia 208.208,40 188.831,03 225.101,45 212.034,51
Catalufia 2.753,15 3.275,98 2.971,88 3.804,85
Andalucfa 788,11 592,23 328,31 758,88
Com. Valenciana 872,62 81,97 83,29 199,89
Baleares 44,43 77,97 113,55 149,34

Total 212.646,71 192.859,16 228.596,26 216.745,07

La especie que se cultiva de mejillon en Galicia es Mytilus galloprovincialis (La-
marck, 1819). Constituye un elemento clave en la ecologia de las aguas coste-
ras de Galicia, cobrando gran importancia en el ecosistema de las rias. La in-
dustria mejillonera explota esta especie para su cultivo con alrededor de 3.400
bateas, que desde el ano 1998 obtienen una produccion que fluctiia en torno
a valores proximos a 250.000 toneladas, aunque estos ultimos anos se ha visto
reducida, disminuyendo hasta las 200.000 toneladas (Figueiras, 2002; Labarta
et al., 2004; MAGRAMA 2012). Véase la Figura 3, en la pagina siguiente.

Esto sitda a Espana, y especialmente a Galicia, como un gran productor de
mejillon a nivel mundial, con un volumen de facturacion anual que oscila en-
tre 110 y 150 millones de euros en primera venta a sus clientes mas directos:
depuradoras, cocederos y conserveras. Esta cifra seria mucho mayor si se tu-
viese en cuenta el conjunto de actividades que dependen en mayor o menor

medida de la existencia del sector mejillonero.

Se calcula que genera 7.000 empleos directos e induce otros 8.000 puestos de

trabajo indirecto, generando en el conjunto de la cadena un valor superior a
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los 470 millones de euros anuales (Franco, 2006b; Consello Regulador do Me-
xillon de Galicia, 2010; OESA, 2011).

(Tn
350000

N
300000 ‘ - f =

250000 e

200000

150000

100000

50000 ]
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Figura 3. Produccidn acuicola (Tn) de M. galloprovincialis en Galicia. 1998-2010. (MAGRAMA 2012).

1.1.1. Historia de la miticultura

La evidencia mas temprana de consumo de mejillones en Galicia se produce
alrededor del siglo cuarto a.C., cuando los nativos de entonces tenian grandes
depositos donde tiraban los restos de conchas (conchales). También fueron
hallados en las proximidades de los pueblos romanos del primer siglo d.C.
Hasta principios del siglo XIX, la tinica forma de miticultura (cultivo del meji-
ll6n) conocida en Europa se daba en Francia, donde se llevaban a cabo “culti-
vos en empalizadas” o bouchots. Esta metodologia se hizo extensiva y fue am-
pliamente utilizada hasta que, hacia 1860, en Holanda, tras el colapso de los

bancos naturales, se comenzo un nuevo sistema conocido como “cultivo en
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parque”, donde las semillas se fijaban en el fondo hasta alcanzar una talla co-
mercial (FAO, 2012b).

En el ano 1846, se inici6 en Espana el “cultivo en suspension”, a pesar de que
no cobro6 realmente importancia hasta un siglo después (Barnabé, 1991). A
principios del siglo XX, el mejillon comenzo a ser un recurso importante en
Espana. Su cultivo se remonta a 1901 y 1909 en Tarragona y Barcelona, usan-
do postes de madera similares a los empleados en Francia. Este sistema fue de-
sechado, a favor de estructuras flotantes o bateas, donde cuelgan cuerdas en
las que se fijan los juveniles y permanecen adheridos hasta que obtienen su ta-

lla comercial.

En Galicia, a principios de 1940, D. Alfonso Ozores Saavedra, intent6 criar
mejillones sobre estacas clavadas imitando el método usado en tierras france-
sas, pero con malos resultados. Lo intent6 de nuevo en el ano 1945, basandose
en las estructuras flotantes con cuerdas suspendidas que habia visto en Catalu-
na, a las que se adherian los mejillones, siendo esta vez el intento un gran éxi-
to (Duran et al., 1990).

El cultivo del mejillon se desarrolla rapidamente, alcanzando 400 bateas cen-
sadas en 1956, repartidas entre la ria de Vigo (Bueu e Redondela), la de Arou-
sa (Villagarcia, Cambados, Grove, A Pobra do Caraminal), ria de Sada y ria de
Muros (Duran et al., 1990). La expansion de bateas por las rias gallegas fue tan
rapida que en 1961 se legislo la explotacion de los viveros de cultivo para limi-

tar nuevos fondeos de bateas. En 1967 se contabilizaban 2600.

A partir de aqui, la expansion de esta actividad fue mas lenta, llegando a las
3386 bateas en 1983, hasta las 3481 que referencia Pérez Camacho en 1992.
La distribucion de la propiedad de las concesiones para bateas en las rias ga-
llegas tuvo lugar en 1997. La mayor concentracion se localiza en la ria de Aro-
sa, con un 68,68% del total, seguida por las rias de Vigo y Pontevedra, con un
14,32% y 10,37%, respectivamente. Finalmente, en las ria de Muros-Noia se

encuentran un 3,54% y en la de Ares-Betanzos un 3,09% (Consello Regulador
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Mexillon de Galicia, 2010). Véase grafico de los poligonos mejilloneros en Ga-

licia con el nimero y distribucion de bateas en la Figura 4.

Galicia posee un total de 1.309 km. de costa, que se caracteriza por poseer una
serie de valles sumergidos que forman parte de un cauce fluvial y reciben el
nombre de “rias”. El movimiento que se produce entre las capas superficiales
y profundas de agua, los afloramientos del agua central nor-atlantica (ACNA)
y el arrastre de nutrientes en las épocas de lluvia, hacen que el enriquecimien-
to de las aguas sea el necesario para favorecer el desarrollo de fitoplancton
(Fernandez-Reiriz y Labarta, 2004). Estas caracteristicas convierten a las costas
gallegas en el escenario perfecto para el cultivo del mejillon, dandose uno de
los mas elevados rendimientos de produccion de proteina por unidad de area
(se alcanza un tamano comercial de entre 70 y 95 mm, en unos 17 meses)
(Consello Regulador Mexillon de Galicia, 2010).

RIA DE MUROS - NOYA RIA DE SADA
Numero de bateas: 121 Numero de bateas: 119

RIA DE VIGO. Nimero de bateas: 507 RIA DE AROSA. Nimero de bateas: 2.396

Figura 4. NUmero y distribucion de bateas en las rias gallegas (Durdn et al., 1990).
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1.1.2. Distribucion

El rango exacto de distribucion de M. galloprovincialis es dificil de evaluar de-
bido a la confusion por su parecido con M. edulis, siendo la costa atlantica una
zona donde cohabitan e hibridan produciendo descendencia fértil (Beau-
mont et al., 2004). Se distingue de este por la linea basal de la concha, que es
concava; las valvas son mas altas y menos angulares en el margen superior, ten-
diendo a crecer mas; y el borde del manto es mas oscuro (FAO, 2012b), aun-
que basarse en las caracteristicas morfologicas puede llevar a equivocos, debi-
do a la variedad de formas adoptadas segun el habitat y los factores
ambientales. Desde 1995, pruebas basadas en técnicas genéticas resultan ser
mas utiles para realizar diagnésticos fiables en la distincion de estas especies
(Beaumont et al., 2004).

Es originario del océano Atlantico en el Sur de Europa (desde el sur de la Bre-
tana francesa) y Norte de Africa, y en el mar Mediterraneo (Sanjuan et al.,
1994). Se puede ver el mapa de distribucion en la Figura 5 (IFREMER):

El rango de introduccion se extiende desde Sudafrica, este y oeste de Norte
Ameérica, hasta noreste de Asia. Probablemente, su dispersion se debi6 a la fi-

jacion en fondos de los cascos de algunos barcos (Branch & Steffani, 2004).

Mystits ecedenlic

)

Mitifus galloprovincialis :

Figura 5. Distribucion europea de Mytilus edulis (en naranja) y Mytilus galloprovincialis (en azul), en ra-
yado la zona de hibridacion. (En Ifremer, http://en.aquaculture.ifremer.fr/Sectors/Mollusc-sector-

/Discoveries/Mussels).
13
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El mejillon ocupa dos biotopos diferentes. LLos embriones y larvas son plancto6-
nicas moviéndose en la columna de agua, hasta su metamorfosis y fijacion,
convirtiéndose en organismos sésiles que viven fijados a la superficie del sus-
trato. Presentan una gran plasticidad biologica, lo que les permite colonizar

habitats variados, a menudo viviendo en grandes densidades.

Normalmente se localizan sobre zonas rocosas en el intermareal, soportando
grandes variaciones con los cambios producidos por las mareas. Estan adapta-
dos a zonas donde se producen importantes cambios en el medio, teniendo
una gran tolerancia frente a diferencias de temperatura, salinidad, humedad,

o disponibilidad de oxigeno y alimento.

Su distribucion, principalmente, se localiza en sustratos duros en zonas poco
profundas. En la zona superior, se encuentra limitado por la resistencia que
presenten a la temperatura y la desecacion, cuando hay marea baja, mientras
que, en profundidad, el factor mas importante es la presencia de predadoresy

la competencia con otros organismos.

En Galicia se han encontrado individuos a profundidades de hasta 15 m, aun-
que en otros lugares se han localizado ejemplares que superaban los 30 m.
También se han descrito mejillones que habitan fondos arenosos de zonas es-

tuarinas (Duran et al., 1990).

1.1.3. Cultivo del mejillon en batea

El cultivo se realiza en las bateas, que se encuentran en poligonos que estan
separados entre si de 80 a 100 m. Estan nombrados con una letra y se subdivi-
den en cuadriculas numeradas, correspondientes a la posicion de fondeo de
cada batea. Estan formadas por un emparrillado de madera, suspendido por
una serie de flotadores, y de donde cuelgan las cuerdas a las que se fija el meji-

l16n. Se fondean mediante una gruesa cadena a uno o dos puntos.

A partir de 1989, la Xunta de Galicia estableci6é que, en cada batea, con una

extension maxima permitida de 500 metros cuadrados, estin permitidas un
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maximo de 500 cuerdas de unos 10-12 metros de longitud (Figueras, 2007).
Las cuerdas llevan intercaladas cada 40 cm los palillos, que sirven para distri-

buir el peso de los mejillones y que no se desprendan.

El cultivo se inicia con la obtencion de la semilla, que se recolecta de los ban-
cos naturales en las rocas o mediante colectores colgados de las bateas. Con la
semilla obtenida se hace el “encordado”, envolviendo la semilla alrededor de
la cuerda con ayuda de una fina red de acetato vegetal y/o algodon. Esta se
descompondra a los pocos dias de estar en el agua, tiempo suficiente para que
la semilla de mejillon se haya fijado a la cuerda mediante el biso. A los 4-6 me-
ses, el mejillon alcanza un tamano de 4-5 cm, el peso de la cuerda aumenta
mucho y se produce una excesiva concentracion de individuos, por lo que el

crecimiento del mejillon se ralentiza.

Entonces se realiza el “desdoble” que consiste en repartir el mejillon de las
cuerdas en otras nuevas, con lo que la densidad de individuos disminuye, favo-
reciendo su crecimiento. El namero de cuerdas de desdoble que se obtienen
a partir de una cuerda de semilla varia entre 2 y 4. Este proceso se realiza pre-
ferentemente entre los meses de junio a octubre. A continuacion, tras un pe-
riodo de engorde de 8-14 meses, se realizara la cosecha. Cuando el mejillon al-
canza la talla comercial (7-10 cm) y hay unos 15 kilos de mejilléon por metro
de cuerda, se izan las cuerdas con gruas. Una vez fuera del agua, se usan unos
cepillos para separar las pinas de mejillon de las cuerdas. Finalmente se llevan
a las maquinas clasificadoras donde se lavan los mejillones y se separan en di-
ferentes tallas. Por ultimo, se embolsan para enviar a las depuradoras y conser-
veras (Duran et al., 1990; Figueras, 2007).

La recogida del mejillon tiene lugar durante todo el ano, aunque dependera
principalmente de su contenido en carney, por tanto, con la temporada de re-
produccion, procurando evitar su retirada en la época de desove, que, aunque
tiene lugar practicamente durante todo el ano, muestra dos picos, uno en pri-
mavera y otro en otono (Duran et al., 1990). La duracion del proceso de culti-
vo, desde la recogida de la semilla hasta su retirada, es de 17 meses, aunque

puede variar, dependiendo de diversos factores.
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Las estaciones de depuracion, donde se acondicionan los mejillones (para re-
ducir su carga bacteriana), los distribuyen a plantas de procesado (donde se
transforman en productos enlatados o congelados); o a mercados centrales,
desde los cuales son vendidos al consumidor. Un porcentaje se envia a merca-
dos fuera de Espana, principalmente a Italia, Francia y Alemania. Al comienzo
del cultivo de mejillon, en Espana el consumo nacional era limitado, pero
ahora ha superado las 100.000 toneladas anuales, principalmente como meji-

llones frescos.

1.1.4. Clasificacion, biologia, anatomia y fisiologia del mejillon

“Mytilus galloprovincialis”

La rama de la taxonomia clasifica al mejillon Mytilus galloprovincialis (La-
marck, 1819) en las siguientes categorias: reino Animalia, phylum Mollusca,
clase Bivalvia (Linnaeus, 1758), subclase Pteriomorphia (Beurlen, 1944), or-
den Mytiloida (Ferussac, 1822), familia Mytilidae (Rafinesque, 1815), género
Mpytilus (Linnaeus, 1758).

La rama de los moluscos es el filo mas numeroso del reino animal, después de
los artropodos, agrupando animales de una gran diversidad morfologica, fisio-
l6gica y ecologica. Esta compuesta de 7 clases (solenogastros, caudofoveados,
poliplacoforos, gasteropodos, cefalopodos, lamelibranquios o bivalvos y esca-
fopodos), con mas de 80 familias. Solo la clase de los bivalvos agrupa mas de
6000 especies vivas. El mejillon (Mytilus galloprovincialis) pertenece a la clase
de los bivalvos, a la familia Mytilidae y del género Mytilus, de los que se han
descrito una gran variedad de especies diferentes. Muchas de ellas se estan

cultivando en numerosos puntos del mundo.

El mejillon, como el resto de bivalvos, carece de esqueleto interno. Su cuerpo
se encuentra protegido por la concha, formada por dos valvas simétricas uni-
das por un ligamento y articuladas por 3-4 dientes que permiten su apertura y
cierre (charnela). La concha es triangular con el extremo posterior semicircu-
lar, y el punto mas alto se halla en el extremo anterior de la valva. La superfi-

cie externa de las valvas es de color negro azulada y esta surcada por lineas fi-
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Figura 6: Anatomia de Mytilus galloprovincialis.

nas concéntricas, que son las estrias de crecimiento, mientras que la cara

interna estd recubierta por una capa nacarada violacea.

Estan compuestas de carbonato cdlcico incrustado sobre una matriz proteica
(conquiolina) y recubiertas por el periostraco, fina pelicula proteica de color
marron. Los musculos aductores (anterior y posterior) unen las valvas entre si

y estan encargados de cerrar la concha.

El cuerpo del mejillon esta formado en su mayoria por el manto, que se trata
de una estructura constituida por dos l6bulos que cubren y encierran las visce-
ras del animal. Presenta una amplia abertura en la zona ventral por donde en-
tra el agua al interior, siendo expulsada a continuacién por un orificio llama-

do siféon exhalante.
El manto esta implicado en la segregacion del ligamento y la concha, unién-

dose a esta mediante los musculos paleales. También interviene en la repro-

duccion, ya que en €l se encuentra la mayor parte del tejido gonadal, presen-
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tando un color variable de blanquecino a naranjado, dependiendo del sexo y
su estado de desarrollo. Recorriendo longitudinalmente la abertura ventral, se
observa un 6rgano musculoso y robusto con forma de lengtieta, el pie, en cuya
parte posterior se encuentra situada la glandula que segrega el biso, estructu-

ra de fijacion compuesta por filamentos de estructura proteica.

Desplegando los I6bulos del manto, se aprecian cuatro laminas delgadas, es-
triadas y de color anaranjada-violeta. Son las branquias, que, ademas de tener
un papel respiratorio, sirven como el principal 6rgano recolector de alimen-
to. El aparato filtrador se compone de dos branquias que estan formadas por
dos demibranquias (interna y externa), dividiendo la cavidad paleal en inha-
lante (entre las branquias y el manto) y exhalante (cara interna de las bran-
quias). Cada demibranquia esta formada a su vez por dos lamelas (ascendente
y descendente), adoptando una forma parecida a una W (Duran et al., 1990;
Pérez Camacho, 1992; Figueras, 2007).

Las lamelas estan formadas por filamentos alargados que presentan zonas ci-
liadas y que, por sus movimientos, crean y mantienen la circulacion del agua
en la cavidad paleal. Los cilios latero-frontales presentan un movimiento efec-
tivo opuesto a los cilios laterales y estan involucrados en la retencion de parti-
culas. La banda frontal se encarga de transportar particulas hacia el surco ven-
tral, que une las lamelas y que, en ultimo término, transporta el material
retenido hacia los palpos labiales y finalmente a la boca, donde son ingeridas.
Este mecanismo de captura y transporte de particulas se conoce como cirral
trapping (Riisgard & Larsen, 2001).

Las branquias filtran y seleccionan las particulas alimenticias que se encuen-
tran en suspension en el agua. La dieta incluye bacterias, fitoplancton, micro-
zooplancton y materia organica en suspension. El material particulado es
transportado hacia los palpos labiales y la boca mediante corrientes de agua
creadas por los cilios que recubren las branquias. Las particulas seleccionadas,
que constituyen el alimento, pasan al sistema digestivo donde son asimiladas.
Los mejillones son capaces de regular la cantidad de alimento ingerido, au-

mentando la velocidad de filtracion si hay poco alimento, o disminuyéndola si
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hay mucho. Cuando la concentracion de particulas es baja, todo el material es
ingerido, mientras que si aumenta se puede dar una saturacion, en la que par-
te del material es retirado de la boca y expulsado por los palpos labiales; son
las pseudoheces (Duran et al., 1990). Ademas, durante la filtracion, se lleva a
cabo una cierta seleccion, descartando particulas muy pequenas (<3 pm) y
muy grandes (>80 pm). También tienen la habilidad de seleccionar e ingerir
particulas especificas de una mezcla de alimento, siendo retenidas en mayor
cantidad células fitoplanctonicas frente a particulas de detritos en suspension
(Ward et al., 1998).

El aparato digestivo comienza con la boca, una abertura transversal en la parte
posterior del cuerpo y rodeada por dos pares de palpos labiales, con forma de
cuatro lenguietas amarillas. Esta da acceso a un es6fago muy corto que desem-
boca en el estomago. En €l se observa un largo diverticulo ciego, el saco del es-
tilo cristalino, que hace girar el alimento disgregandolo y diluyéndolo con en-
zimas. Del estobmago parten unos canales que se ramifican y terminan en una
infinidad de tabulos ciegos: son los diverticulos digestivos, que forman alrede-
dor de €l una masa parduzca conocida como glandula digestiva o hepatopan-
creas. El intestino se une por su parte anterior al saco del estilo cristalino y ter-

mina en el recto, que atraviesa el ventriculo del corazén (Figura 7). El ano se

Figura 7: a) Situacion del intestino atravesando la cavidad pericardica; b) Corte transversal de la cavidad
pericardica, donde se observa el tubo intestinal (Pérez Camacho, 1992); 1. Intestino; 2. Corazon.
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encuentra situado cerca del sifon exhalante, bajo el musculo aductor poste-
rior (Duran et al., 1990; Pérez Camacho, 1992).

Aunque las branquias juegan un papel extremadamente importante en la ali-
mentacion del molusco, son ante todo 6rganos respiratorios. La incesante mo-
vilidad de los cilios provoca la entrada del agua rica en oxigeno que atraviesa
las lJaminas branquiales donde se produce el intercambio de gases, debido a la
amplia superficie de contacto del agua con la abundante irrigaciéon sangui-
nea. Es aqui donde se realiza la mayor parte de la oxigenacion de la sangre,
aunque también el manto participa en la respiracion, gracias a un intercam-
bio directo de los gases del agua circundante con el tejido (Duran et al., 1990;
Pérez Camacho, 1992).

El sistema circulatorio tiene como funcion distribuir el oxigeno y el alimento
por todo el cuerpo, y recoger el anhidrido carbénico y los restos de desecho.
Se caracteriza por ser abierto (sin vasos definidos) y presentar un corazén en
posicion dorsal, rodeado por una membrana trasparente (pericardio) y for-
mado por dos auriculas posteriores y un ventriculo anteriror. De €l salen dos
arterias (anterior y posterior) que se ramifican por todo el cuerpo, acabando
en los senos lagunares, de donde parten las venas hacia las branquias para oxi-

genarse y finalmente volver de nuevo al corazon.

La “sangre” es incolora y se conoce como hemolinfa. Contiene hemocianina,
un pigmento respiratorio que presenta una pobre capacidad para el transpor-
te del oxigeno. En la hemolinfa también se encuentran unas células de gran
tamano conocidas como amebocitos, capaces de fagocitar particulas del ali-
mento (Pérez Camacho, 1992). En las auriculas, se encuentran los podicitos,
que son unas c€lulas encargadas de la seleccion de sustancias de desecho, para

ser vertidas a la cavidad pericardica (Peteiro et al., 1990).
El sistema excretor esta constituido por las glandulas pericardicas, a donde lle-

gan los compuestos de desecho transportados por la hemolinfa, drenada por

los nefridios en forma de U, donde se completa la excrecion, expulsando los
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residuos del animal a la cavidad paleal, para ser eliminados con el flujo de

agua al exterior (Peteiro et al., 2007, Pérez Camacho, 1992).

El sistema nervioso controla el funcionamiento del organismo. Esta integrado
por tres pares de ganglios (cerebrales, viscerales y pedales) conectados entre
si por un par de largos cordones nerviosos y de los que salen numerosos ner-
vios hacia los demas tejidos del animal. Es un sistema descentralizado en el

que la respuesta a diferentes estimulos se lleva a cabo a nivel local o ganglio-
nar (Pérez Camacho, 1992).

También presentan varios érganos sensitivos, como los tentaculos del borde
del manto que permiten detectar las variaciones de la composicion del agua
gracias a sus cé€lulas sensiorales y quimiorreceptoras; los estatocistos responsa-
bles del equilibrio y, gracias a unos ojos rudimentarios (ocelos), son sensibles
a los cambios de luz. También presentan el osfradio, que esta encargado de
detectar la calidad del agua que circula por el interior del animal (Peteiro et
al., 2007, Duran et al., 1990).

Son animales dioicos, presentan sexos separados y ocasionalmente se pueden
dar casos de individuos hermafroditas. La joroba de Polichinela, donde estan
las gonadas, invadird el manto en el momento de la reproduccion, por lo que
en estado adulto la gonada se encuentra extendida de forma difusa en el man-
to. Esta constituida por una multitud de foliculos, que se unen formando una
serie de ramificaciones que desembocan en el poro genital. En las paredes de

los foliculos se forman, seguin el sexo, ovocitos o espermatozoides.

Antes del primer ano, alcanzan la primera madurez sexual. En ese tiempo,
ciertos cambios en el medio provocan que los productos genitales sean expul-
sados primero a la cavidad paleal a través del poro genital y, posteriormente,
al medio exterior a través del sifon exhalante, donde tendra lugar la fecunda-
cion. Aunque es posible encontrar mejillones con las génadas maduras duran-
te todo el ano, solamente hay dos épocas de puesta, precedidas de una madu-

racion sexual: una en primavera y otra en otono (Duran et al., 1990).
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En general, para que se inicie la puesta, es preciso de un estimulo externo,
como la subida de temperatura, variaciones de la salinidad o cantidad de ali-
mento. Normalmente los machos son los primeros en liberar gran cantidad
de espermatozoides, sirviendo como estimulacion quimica de los otros ma-
chos y de las hembras, que también expulsaran los ovocitos al medio. La pues-
ta puede realizarse de golpe o en varias fases, pero, cuando acaba, el mejillon
habra perdido casi la mitad de su materia organica, entrando en fase de repo-
so sexual y presentando el manto rugoso y de color traslicido (Pérez Cama-
cho, 1992).

Tras la fecundacion externa en el mar, comenzaran las distintas fases del desa-
rrollo embrionario, con la formacion del cigoto. El embrion sufre una serie
de cambios, dando lugar a una conformacion espiral de los blastomeros hasta
la formacion de la blastula, después de unas 5-6 horas; a continuacion, tiene
lugar la gastrulacion y las células se reorganizan en tres capas primordiales

(endodermo, mesodermo y ectodermo).

Transcurridas 24 horas, el embrion se convierte en una larva ciliada nadadora
o larva trocofora, en la cual se distinguen un par de flagelos. Los cilios se alar-
gan formando una estructura en forma de corona conocida como velo. La pri-
mera larva veliger es del tipo charnela recta (larva D) y presenta un velo cilia-
do retractil y un par de flagelos centrales, que se extienden fuera de las valvas

durante la natacion.

A este estado le sigue la larva veliger umbonada, que se alcanza a los 11 dias,
aproximadamente, y esta caracterizado por la notable disminucion del tama-
no del velo ciliado, al igual que la capacidad natatoria larval en la columna de
agua. Al final de la vida larvaria se alcanza el estado pediveliger, donde se ob-
serva la presencia de un pie bien desarrollado y funcional, continuamente ex-
tendido fuera de las valvas, que le permitira reptar y desplazarse. La fijacion
tendra lugar cuando la larva encuentre un lugar adecuado para desarrollarse.
En este momento el velo desaparece y el animal adquiere la forma tipica de
mejillon adulto, sujetandose al sustrato por medio del biso (Duran et al., 1990;

Figueras, 2007; Ruiz et al., 2008). Se representa el ciclo en la Figura 8:
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Figura 8: Ciclo reproductivo de Mytilus galloprovincialis (modificado de Peteiro ef al., 2007).

1.2. Toxinas marinas

Los afloramientos o blooms de microalgas marinas constituyen la base para to-
dos los organismos que viven en el mar: La mayoria de las veces no presentan
efectos perjudiciales para el medio. Estos afloramientos o purgas de mar son
un fenomeno natural de proliferacion fitoplanctonica, que se dan en las cos-

tas de todo el mundo.

Se puede observar la amplia distribucion global de blooms toxicos de las toxi-
nas PSP en 2005 en la Figura 9 y DSP en el ano 2008 en la Figura 12. Tienen
lugar bajo determinadas condiciones, donde las microalgas marinas comien-
zan a multiplicarse rapidamente originando las llamadas “mareas rojas” (Ha-

llegraeff et al., 1995). Este término se puede prestar a equivocos ya que mu-
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chas de ellas no son rojas, sino pardas, anaranjadas, verdosas o incluso

episodios que no producen coloracion del agua (Franco, 2006a).

e PSP

Figura 9. Expansion global en la distribucion mundial de PSP. Evolucion desde 1970 a 2005.
(Anderson, 2009; WHOI - Woods Hole Oceanographic Institution).

Asimismo, no todas son portadoras de toxinas, siendo algunas inocuas en lo
que a toxicidad se refiere, aunque pueden provocar grandes danos al originar-
se un gran consumo de oxigeno, pudiendo provocar la muerte por asfixia de
algunos organismos (Duran et al., 1990). Incluso durante la noche, el abun-
dante anhidrido carbénico emitido puede hacer descender bruscamente el

pH del agua provocando graves danos en algunas especies (Franco, 2006a).
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En la mayoria de los casos, los afloramientos planctonicos se deben a cambios
en las condiciones climaticas. Las proliferaciones masivas de microalgas capa-
ces de originar una purga de mar son debidas a que coinciden en el medio las
condiciones idoneas para que se produzca el fenomeno. Dependeran de las
corrientes, temperatura, turbidez y salinidad del agua, concentracion de nu-

trientes disueltos, vientos e iluminacion.

El afloramiento en las rias se produce por una serie de factores. El mas impor-
tante es el giro anticiclonico del Atlantico norte (anticiclon de las Azores),
que afecta a Galicia con vientos del nordeste. Estos vientos empujan hacia el
océano las capas superficiales proximas a la costa, favoreciendo que el agua

del fondo emerja para reemplazarlas.

Esta agua emergente es muy rica en nutrientes y puede contener grandes can-
tidades de quistes de dinoflagelados que estan en fase de latencia. Una vez el
afloramiento es menos intenso, habra aguas tranquilas con temperaturas mo-
deradas y salinidad elevada. Es entonces cuando los quistes germinan y co-

mienzan a crecer y a dividirse (Corral, 1992).

En la Figura 10 (ver pagina siguiente), se puede observar la tipica situacion
meteorologica y oceanografica en la costa gallega durante un afloramiento fi-
toplanctonico. En verano, los vientos del Norte favorecen el ascenso de aguas
ricas en nutrientes proximas a la costa, provocando el afloramiento de mi-
croalgas, mientras que durante el invierno los vientos del suroeste arrastran
las corrientes superficiales, siendo repuestas por aguas mas templadas y con

mayor concentracion de materia organica.

Las condiciones que se dan a finales de verano y en otono, en Galicia, favore-
cen la formacion de los afloramientos (Duran et al., 1990). Son un fenomeno
completamente natural, aunque se ha observado un aumento en la frecuencia
y concentracion de especies productoras de toxinas en las dos ultimas déca-
das. Esto se ha atribuido al aumento de la actividad antropogénica, con el con-

secuente incremento de materia organica en las areas costeras, y a unas mayo-
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Figura 10. Tipica situacion meteoroldgica y oceanografica en la costa gallega durante un aflora-
miento fitoplanctonico (modificada a partir de Kudela et al., 2005).

res temperaturas en el medio debidas al cambio climatico (Hallegraeff, 1993;
van Dolah, 2000).

El impacto de los afloramientos de fitoplancton téxicos es evidente, afectando
a los recursos marinos, como en el caso de la miticultura. Los episodios toxi-
cos estan constituidos por organismos planctonicos portadores de endotoxi-
nas, las cuales son retenidas por los moluscos que actiian como bioacumula-

dores.

Estos se convierten en vectores que transfieren los toxicos a niveles superiores

de la cadena trofica, es decir, se transmiten a los seres humanos y otros preda-
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dores, a través del consumo de individuos contaminados (Franco, 2006a). Se

puede observar el ciclo de intoxicacion por consumo de bivalvos en la Figura
11 (Amengual, 1989):
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Figura 11. Intoxicacion por consumo de bivalvos (Amengual, 1989).

El consumo de moluscos contaminados por toxinas de microalgas es uno de
los problemas mas serios para la industria de la acuicultura, causando grandes

pérdidas econémicas y graves problemas sanitarios (Bricelj & Shumway,
1998).

Afortunadamente, la mayoria de los paises donde se explotan moluscos bival-
vos han desarrollado programas de control para detectar toxinas, tanto en el
medio marino como en los bivalvos, con el objetivo de garantizar la salubridad

de los productos del mar para el consumo humano. Estos programas han re-
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ducido considerablemente los episodios de intoxicaciones en los altimos anos
(Andersen, 1996).

En Galicia, el centro encargado de llevar esta funcion es el INTECMAR (Insti-
tuto Tecnoloxico para o Control do Medio Marino de Galicia. Xunta de Gali-

cia. Conselleria do Medio Rural e do Mar).

Aun asi, los efectos negativos originados por estos episodios han provocado
una fuerte inversion de recursos para procurar eliminar o al menos disminuir
en parte los problemas ocasionados por estas toxinas. La mayoria de los es-
fuerzos se han dirigido en procurar comprender los mecanismos de asimila-
cién y acumulacion de las toxinas, sus posibles transformaciones intracelula-

res y sus principales mecanismos de eliminacion.

También se han intentado encontrar distintos métodos para disminuir la con-
centracion de los compuestos toxicos. Intentar controlarlos en el medio natu-
ral es muy complicado, ya que se trata de un fenomeno que ocurre de forma
espontanea y es muy dificil poder modificar los factores de los que depende.
La solucion mas efectiva, por el momento, es transferir los bivalvos a otras
aguas libres de organismos toxicos y con condiciones ambientales favorables
para favorecer el proceso depurativo (Desbiens & Cembella, 1993). En algu-
nas especies, como la vieira, se realiza un procesado industrial para reducir la
concentracion de toxina. Se basa en la eliminacion de las partes que acumu-

lan mayor cantidad de toxina, normalmente la glandula digestiva.

La capacidad de acumulacion de toxinas por parte de los bivalvos varia tanto
en el tipo de toxinas como en especies. Asi, la vieira (Pecten maximus) retiene
mayoritariamente el dcido domoico, tipo principal de la toxina amnésica o
ASP, y presenta una escasa tasa de eliminacion. Otros pectinidos, como Aequi-
pecten opercularis (volandeira) o Mimachlamys varia (zamburina), depuran estas
toxinas con rapidez (Blanco, 2001). Por otra parte, los mejillones parecen ser
insensibles a los efectos citotoxicos y secundarios del OA, lo que podria expli-
car por qué los mejillones acumulan altos niveles y, sin embargo, sobreviven

durante largos periodos de exposicion en el campo. En contraste, otras espe-
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cies, como ostras y berberechos, no acumulan este tipo de toxinas en el mismo
grado. Esto podria sugerir que son mas sensibles a los efectos nocivos de esta

toxina (Svensson, 2003a).

Las moléculas de toxina se ligan quimicamente a diversos tejidos y 6rganos de
los bivalvos, sobre todo al hepatopancreas, y tardan semanas o incluso meses
en ser eliminadas. La velocidad de eliminacion dependera de diversos para-
metros ambientales —el frio retarda la pérdida de la toxina o la disponibilidad
de alimento favorece la depuracion (Blanco et al., 1999; Franco, 2006a)—y del
lugar anatéomico donde esté almacenada: las del tracto gastrointestinal se eli-
minan mas facilmente que las presentes en otros tejidos (Franco, 2006a; FAO,
2004b).

Se han desarrollado numerosos estudios sobre el metabolismo de estas molé-
culas. Se han aplicado modelos para conocer los mecanismos de acumulacion
y eliminacion de las toxinas. También se ha procurado predecir la duracion
de los episodios y su incidencia en la salud humana, ademas de buscar un ma-
yor conocimiento de los diferentes tipos de toxinas. Actualmente, empiezan a
ser conocidas estas rutas metabolicas y las dinamicas de los toxicos en los dis-
tintos tejidos. Estos compuestos se eliminan directamente o sufren biotrans-
formaciones, convirtiéndose en conjugados polares que seran mas facilmente

excretados.

Los episodios toxicos pueden estar provocados por una gran variedad de toxi-
nas presentes en numerosas microalgas y con una amplia diversidad de efec-
tos biologicos sobre el hombre. Dependiendo de las consecuencias ocasiona-
das por dichas toxinas y sus caracteristicas, se pueden distinguir varios grupos
(Escudeiro Rossignoli, 2012):

1.2.1. Toxinas responsables de intoxicaciones paralizantes (Paralytic
Shellfish Poisoning-PSP)

Son producidas por un grupo de compuestos solubles en agua llamados colec-

tivamente saxitoxinas (STX), que afectan al sistema nervioso central de mami-
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feros. Las saxitoxinas son producidas por dinoflagelados de los géneros Ale-
xandrium, Gymnodinium 'y Pyrodinium. En Galicia, las especies mas frecuentes
son Alexandrium tamarensis y Gymnodinium catenatum (Anderson et al., 1989).
Cuando las condiciones ambientales son adversas, los dinoflagelados tienen la
capacidad de enquistarse y depositarse en el fondo marino, esperando a que
en el medio se den factores que favorezcan su desarrollo produciéndose asi

grandes afloramientos.

Estas toxinas tienen gran afinidad por los canales de sodio inhibiendo la con-
ductancia y bloqueando asi la actividad neuronal en el sistema nervioso peri-
férico. Los sintomas clinicos de PSP incluyen entumecimiento inicial de los la-
bios y la cara. Se extiende a las extremidades con la consiguiente pérdida del
control motor y, en casos extremos, ocasiona paralisis respiratoria y muerte.

Los efectos que producen suelen ser reversibles si se trata al afectado.

1.2.2. Toxinas responsables de intoxicaciones amnésicas (Ammnesic
Shellfish Poisoning-ASP)

Estan causadas por un neurotoxico soluble en agua conocido como acido do-
moico (DA) (Wright et al., 1989), producido por las diatomeas del género
Pseudo-nitzschia, principalmente de Pseudo-nitzschia pungens (Subba Rao et al.,
1988). Se trata de un compuesto neuroexcitante que interfiere en los meca-
nismos de neurotransmision, interrumpiendo la transmision neuroquimica
normal en el cerebro al fijarse a los receptores de glutamato, pudiendo provo-

car danos en las neuronas, incluso su muerte celular.

Los sintomas de la ASP incluyen efectos secundarios gastrointestinales con es-
pasmos abdominales y vomitos, asi como efectos neurologicos: mareos, letar-
go, convulsiones, desorientacion y pérdida permanente de la memoria a corto
plazo. Es una toxina nociva que puede provocar la muerte cuando se ingiere

en dosis elevadas.
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1.2.3. Toxinas neurotoxicas (Neurotoxic Shellfish Poisoning-NSP)

Este tipo de intoxicacion es causada por brevetoxinas, un grupo de compues-
tos de éter policiclicos con elevada neurotoxicidad y propiedades hemoliticas.
La especie predominante es el dinoflagelado Karenia brevis (o Gymnodinium
breve). Las brevetoxinas se unen a los canales de sodio dependientes de voltaje,
inhibiendo los canales de activacion y provocando prolongadas aperturas de
los canales (Poli et al., 1986).

Afectan al sistema nervioso central con los siguientes sintomas: nauseas, entu-
mecimiento de la boca y la cara, pérdida del control motor con alteraciones
de la vision, el habla o la ingestion. Los casos severos pueden producir pérdi-

da del conocimiento.

1.2.4. Toxinas lipofilicas

Se subdividen en dos grupos, que se han agrupado conjuntamente, ya que
para analizarlos, se extraen de los mejillones, usando los mismos procedi-

mientos. Estructuralmente, no estan relacionados entre si.

1.2.4.1. Responsables de intoxicaciones diarreicas (DSP y AZP)

Debido a la amplia distribucion geografica, su frecuente presencia y los efec-
tos que ocasionan, las toxinas diarreicas son uno de los grupos mas importan-
tes y mas estudiados. En la Figura 12 (ver pagina siguiente) se puede ver los
numerosos puntos en los que aparecieron casos de toxinas DSP durante el
ano 2008.

1.2.4.1.1. Toxinas responsables de intoxicaciones diarreicas (Diarrhetic Shellfish
Poisoning-DSP)

DSP es producida por un compuesto poliéter, el acido okadaico (OA) y sus de-
rivados, las dinofisistoxinas (DTX), cuya estructura se ve en la Figura 13, de la
pagina siguiente. Este grupo se describe con mas detalle debido a su impor-

tancia en el estudio de esta tesis.
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Figura 12. Distribucion mundial de las toxinas DSP en 2008 (WHOI - Woods Hole Oceanographic Institu-
tion, 2008).

Se acumulan abundantemente en los moluscos filtradores, al ser sustancias li-
pofilicas. Su unién tiende a ser mas favorable a las partes grasas, como los or-
ganos del sistema digestivo (Murata et al., 1982; Yasumoto et al., 1985). La pro-
ducen, sobre todo, dinoflagelados de los géneros Dinophysis (D. acuta, D. fortit,

D. acuminata, D. norvegica, D. mitra, D. rotundata y D. caudata,) y Prorocentrum (P.

HO™ ™
CHjy

i R1 R2 R3
Acido okadaico {DA) H H CH,
Dinofisitoxina - 1 {(DTX1) H CH, CH,
Dinofisitoxina - 2 {DTX2) H CH, H
Dinofisitoxina - 3 (DTX3) acyl CH, CH,

Figura 13. Estructura de toxinas DSP, acido okadaico (OA) y derivados (FAQ, 2004b).
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lima) (Yasumoto et al., 1980; Lee et al., 1989; Hallegraeff, 1993), capaces de sin-
tetizar acido okadaico y algunos de sus derivados. En Galicia las especie res-
ponsables de los abundantes episodios toxicos de DSP varian de unas rias a

otras, aunque estan asociados especialmente a la especie Dinophysis acuminata
(Blanco et al., 2005).

Este grupo de toxinas provocan una inhibicion de las proteinas fosfatasas que
degradan los fosfatos de las proteinas de las células del epitelio intestinal, lo
que genera la salida de agua hacia el exterior, produciendo trastornos digesti-
vos, especialmente nauseas, vomitos, diarrea y dolores abdominales. Los prin-
cipales sintomas aparecen entre 30 minutos y unas 7 horas después del consu-
mo. Los pacientes se recuperan en un maximo de tres o cuatro dias, sin dejar

secuelas.

A pesar de la descripcion de unas intoxicaciones previas con sintomas caracte-
risticos a los producidos por estas toxinas, no es hasta el ano 1976 cuando se
documenta por primera vez este fenomeno en Japon, donde varias personas
resultaron afectadas, presentando problemas gastricos tras el consumo de bi-
valvos (Hallegraeff, 1993).

Entre Yasumoto et al., en 1978 y Murata et al., en 1982, localizaron, aislaron e
identificaron los agentes causantes de esta intoxicacion. La principal toxina
responsable fue identificada como acido okadaico (OA), implicada en las in-
toxicaciones de tipo diarreico (DSP). En 1980, Yasumoto et al. consiguieron
relacionar esta molécula con uno de los organismos productores, el dinoflage-

lado planctonico Dinophysis fortii.

Tras estos descubrimientos, se empezo a relacionar la aparicion de los cuadros
clinicos previamente descritos con una serie de episodios causados por toxi-
nas DSP alrededor de todo el mundo y se empezo6 a llevar un control de la
aparicion de casos. Entre 1976 y 1982 unos 1300 casos por intoxicacién de
DSP se documentaron en Japon. En 1981 se produjeron mas de 5000 en Espa-
nay en 1983 alrededor de 3300 en Francia (Hallegraeff, 1993).
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El OA ha sido descrita como la toxina principal de las DSP (Murata et al.,
1982), mientras que los DTX son isomeros o derivados del acido okadaico.
DTX-1 se detect6 por primera vez en Japon, en la especie Dinophysis fortii. Fue
aislada y descrita por Murata et al. (1982). DTX-2 se descubri6 en mejillones
irlandeses durante un episodio de DSP, localizados por los programas de mo-

nitoreo por primera vez en 1991 (Carmody et al., 1995).

Con el tiempo, se hallaron nuevos derivados y se determiné que procedian de
las toxinas progenitoras, es decir, del AO, la DTX-1 y la DTX-2, que podian es-
tar aciladas con una serie de acidos grasos, saturados e insaturados, funda-
mentalmente con C14 y C18 (Hallegraeff et al., 1995; Wright, 1995). Yasumoto
et al., en 1985, describe la DTX-3. Este derivado nunca se habia localizado en
microalgas marinas, por lo que se creia que eran productos de biotransforma-
cion de los bivalvos, originados mediante acilacion (Lee et al., 1989). Sin em-
bargo, MacKenzie et al., en 2002, detectaron DTX-3 en proporciones simila-
res, tanto en Dinophysis acuta como en los mejillones Perna canaliculus de
Nueva Zelanda, sugiriendo que esta toxina también podia ser asimilada por el

mejillon a través de la alimentacion.

Con el desarrollo de nuevas técnicas de deteccion, Hu et al. (1995 ay b) en-
contraron nuevos derivados del OA en el dinoflagelado benténico Prorocen-
trum lima, el DTX-4 y DTX-5 mas polares que las toxinas originales y solubles
en agua. Por ultimo, recientemente, en una revision realizada por Blanco et al.
(2005) se hace referencia a otra dinofisitoxina, la DTX-6, también producida

por el género Prorocentrum.

Desde el punto de vista de la salud publica, en algunos paises, la vigilancia de
las aguas para la deteccion de algas peligrosas y el control periodico de mues-
tras de individuos potencialmente contaminados permite minimizar los pro-
blemas causados por la aparicion espontanea de toxinas en el medio. El dise-
no de los programas de monitoreo estan basados en el hecho de que los
eventos toxicos pueden tener lugar en cualquier periodo del ano y los niveles

de toxicidad pueden afectar solo a pequenas areas.
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Para ello, se han dividido las zonas de produccion en otras mas pequenas y se
realizan controles, diferenciado las distintas especies que se explotan, debido
a sus dinamicas de intoxicacion-detoxificacion y periodos de recoleccion. El
conocimiento del desarrollo de los episodios toxicos, asi como el uso de méto-
dos de analisis con el fin de conocer la concentracion de toxinas en las distin-
tas especies, han ayudado en los ultimos anos a tener un control sobre las into-

xicaciones en la poblacion.

En Galicia esta funcion es llevada a cabo por el INTECMAR. En este centro se
hacen mediciones periodicas de la concentracion de microalgas en el medio,
determinando las distintas especies que se pueden localizar. Ademas, se reco-
gen muestras de los diferentes moluscos que se explotan para medir la con-

centracion de sustancias toxicas que pudieran haber asimilado.

La prueba usada mas universal es el bioensayo del raton, que se basa en la ex-
traccion de las toxinas del marisco y la administracion del extracto de la mues-
tra por via intraperitoneal, controlando los sintomas y los tiempos de muerte.
De esta forma, la dosis minima de OA requerida para producir sintomas en
humanos adultos se define como la cantidad de toxina requerida para provo-

car la muerte de un raton de 20 g en 24 horas (Yasumoto et al., 1978).

Durante muchos anos, se ha considerado el método mas 1util como prueba le-
galmente admisible para la suspension de la captura. Recientemente, los ana-
lisis quimicos han adquirido una gran aceptacion, porque son mas rapidos y
mas exactos. Hasta el ano 2014, el bioensayo en ratén (Yasumoto et al., 1978)

va a continuar siendo uno de los métodos oficiales para detectar el OA 'y las
DTX.

A partir de entonces, los analisis por métodos quimicos basados en la separa-
cion de las toxinas por cromatografia liquida de alta eficacia y deteccion colo-
rimétrica, fluorimétrica o por espectrometria de masas, asi como la electrofo-
resis capilar, se impondran como métodos oficiales de deteccion de las toxinas

(Comision Europea, 2011).

35



1. Introduccion

1.2.4.1.2. Azaspiracido (Azaspiracid Poisoning-AZP)

Descubierto recientemente en mejillones procedentes de Irlanda, Reino Uni-
do y Noruega, producen una intoxicacion gastrointestinal en humanos con
sintomas como nauseas, vomitos, diarrea y calambres de estomago (James et
al., 2002). Hasta hace poco se consideraba al dinoflagelado Protoperidinium
crassipes el causante de esta intoxicacion, pero recientemente se ha descubier-
to que solo actiia como vector y la toxina es producida por otra especie, Azadi-
nium spinosum (Tillmann et al., 2009). La AZA es la principal toxina del grupo,
pero hay al menos otros once andlogos (AZA1-AZAll) (Diaz et al., 2004). Se
caracterizan por presentar una unica estructura que incluye un anillo de

union azaspiro, una amina ciclica y un acido carboxilico.

1.2.4.2. Intoxicaciones no diarreogénicas (PTX, YTX, SPX)
1.2.4.2.1. Pectenotoxinas (PTX)

Son lactonas poliéter de las que se han conseguido aislar y caracterizar quince
compuestos analogos distintos. Las toxinas del grupo de las PTX son estables
en el calor, pero se destruyen facilmente en condiciones basicas fuertes y son
también labiles en condiciones de acidez. Segtun estudios realizados en rato-
nes, producen danos en la zona intestinal y son originadas por determinados
dinoflagelados, exclusivamente por varias especies del género Dinophysis, fre-
cuentemente productoras a su vez de toxinas diarreicas (FAO, 2004b; Blanco

et al., 2007a; Miles, 2007).
1.2.4.2.2. Yesotoxinas (YI'X)

No causan intoxicaciones importantes en humanos. Sin embargo, interfieren
en la deteccion de otras toxinas y dan lugar a falsos positivos, lo que supone
un grave problema econémico. Provocan efectos cardiotoxicos y citotoxicos.
Es producida principalmente por los dinoflagelados Protoceratium reticulatum y
Lingulodinium polyedrum (Paz et al., 2004). Ademas de la YI'X, se han descrito
numerosos analogos, algunos de ellos producidos directamente por los dino-

flagelados y otros, producto del metabolismo de los moluscos.
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1.2.4.2.3. Espirolidos (SPX)

Son toxinas de accion rapida, ya que producen la muerte en ratones tras in-
yeccion intraperitoneal. Los sintomas incluyen piloereccion, espasmos muscu-
lares y abdominales, hiperextension del lomo y arqueo de la cola. Su principal
productor es el dinoflagelado Alexandrium ostenfeldii (Cembella et al., 1998).
Fueron aisladas y caracterizadas por primera vez en un extracto lipofilico de

vieiras y visceras de mejillones recolectados en Nueva Escocia, Canada.

1.2.5. Ciguatera (Ciguatera Fish Poisoning-CFP)

Las toxinas implicadas son ciguatoxinas (CTX) solubles en grasas y maitotoxi-
nas (MTXs) solubles en agua. Se trata de una intoxicacion causada por com-
puestos producidos por ciertos dinoflagelados que viven en detritus y macroal-
gas asociadas a sistemas de arrecifes, principalmente por Gambierdiscus toxicus
(Besada et al., 1982).

Los vectores de la intoxicacion son peces semipelagicos de arrecifes coralinos
que van acumulando estos compuestos por estar en lo alto de la cadena ali-
mentaria marina. Son responsables de una intoxicacion humana muy impor-
tante, que produce numerosos problemas neurologicos, cardiovasculares y de-
sordenes gastrointestinales, que provocan cefaleas, mareos, vomitos, diarreas,
bradicardia y arritmias. Actian sobre los canales de sodio, abundantes en las

células nerviosas y modifican sus propiedades eléctricas (FAO, 2004b).

1.2.6. Palitoxina

Es neurotoxina muy potente de caracter no proteico. Producida por corales
del género Palythoa 'y por el dinoflagelado bentonico Ostreopsis (Taniyama et
al., 2003), en general se introduce en la cadena alimentaria a través del consu-
mo de cangrejos, algiin pez o invertebrado marino. Existen numerosos analo-
gos estructurales e isomeros, debido a su tamano y caracteristicas conforma-

cionales.
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Actuia a nivel de la bomba sodio/potasio, inhibiendo el funcionamiento de la
ATPasa y creando un canal permanentemente abierto a través del cual los io-
nes fluyen a favor de gradiente (Artigas & Gadsby, 2003). La intoxicacion pro-
voca nauseas, hipersalivacion, calambres abdominales, diarrea severa, pareste-
sia de las extremidades, calambres musculares y dificultad respiratoria. En
casos severos, la muerte se produce entre los 30 minutos y hasta cuatro dias

tras su consumo (Onuma et al., 1999).

En las rias gallegas, las biotoxinas mas frecuentes son: PSP, DSP y ASP, por lo
que actualmente son las que estan reglamentadas y a las que se les realiza un
seguimiento y un control periédico. Los dos primeros grupos son moléculas
lipofilicas y, por ahora, se determinan mediante ensayos biologicos, aunque la
Union Europea aprobé hace dos anos un nuevo reglamento, en el que se esta-
blecia un periodo maximo de tres anos para sustituir completamente los
bioensayos por analisis quimicos como métodos oficiales de deteccion de las
toxinas (Comision Europea, 2011). Para la determinacion de las toxinas am-

nésicas, se usa la cromatografia liquida de alta eficacia.

1.3. Resistencia frente a xenobioticos

1.3.1. Captacion

El medio marino constituye el destino final de la mayor parte de contaminan-
tes, por lo que las concentraciones de toxicos son especialmente elevadas. Los
organismos ligados a este medio estan expuestos de forma masiva y cronica a
un amplio abanico de sustancias, muchas veces nocivas. El mejillon es una es-
pecie que filtra grandes volimenes de agua para alimentarse, acumulando y

concentrando una amplia variedad de contaminantes organicos y toxinas.

El grado con el que los toxicos son retenidos depende de la concentracion y
las propiedades fisicoquimicas de los compuestos, tal como solubilidad, hidro-
fobicidad, o si son particulas libres o que forman complejos. También obede-

ce a factores bioticos como la fase reproductiva en la que se encuentra el indi-
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viduo o su actividad fisiologica y metabolica, muchas veces dependientes de
los factores ambientales (Widdows & Donkin, 1992).

Esta captacion se lleva a cabo de diferentes modos: puede ser a través de las
membranas de las branquias; en la alimentacion, siendo asimilados mediante el
sistema digestivo; o una entrada directa por contacto con la superficie del man-
to. Los factores que determinan el porcentaje de absorcion de toxinas estan re-
lacionados con la fisiologia nutritiva y la cantidad de dinoflagelados producto-

res de toxinas que haya en el medio (Blanco et al., 1999; Morono et al., 2003).

Respecto al OA y otras toxinas, el contenido presente en cada microalga pue-
de variar considerablemente, dependiendo de la especie y las condiciones del
momento, siendo esto otro factor a tener en cuenta en las concentraciones de
toxina captada (Lee et al., 1989; Andersen et al., 1996).

1.3.2. Difusion y almacenamiento

Una vez que las toxinas llegan al tejido, la composicion bioquimica y las condi-
ciones fisiologicas del mejillon, afectaran a la distribucion y el destino del toxi-
co (Widdows & Donkin, 1992). La acumulacion de una sustancia depende de
varios factores: las propiedades fisico-quimicas de la molécula; el transporte
activo y difusion a través de las membranas celulares; la tasa de metabolizacion
y acumulacion de los metabolitos, la especifidad de los 6rganos y tejidos, asi

como las cinéticas de entrada y depuracion.

Los compuestos lipofilicos, como el OA 'y sus derivados, tienen tendencia a
unirse a las zonas grasas, por lo que habra una mayor asimilaciéon dependien-
do de la concentracion de lipidos que existan en ese momento en el organis-
mo y en los distintos tejidos. Esto esta relacionado con varios factores, como el
periodo reproductivo en que se encuentre (habra un mayor almacén de reser-
vas de grasas en la época previa a la puesta), o la actividad metaboélica, muchas

veces dependiente de los factores ambientales (De Zwaan & Mathieu, 1992).

39



I. Introduccion

Por tanto, la correlacion entre el contenido lipidico en el organismo y la con-
centracion de toxina podria explicar la amplia variabilidad de concentracion
de OA que existe entre individuos y las diferencias de acumulacién que se

producen segun la estacion anual.

El transporte de los contaminantes organicos a través de las membranas celu-
lares puede ser por difusion pasiva (las moléculas pasan a favor del gradiente
de concentracion y sin consumo de energia), transporte activo (transporte de
moléculas, incluso en contra de un gradiente de concentraciéon con gasto
energético) o por endocitosis, mediante vesiculas formadas por una invagina-
cion de la membrana. Los toxicos absorbidos tienen tendencia a difundirse a
través del organismo y se propagan por los diferentes compartimentos, pasan-
do por medio del sistema circulatorio a otros tejidos, atravesando las membra-
nas celulares. Los xenobioticos de pequena talla, moléculas no cargadas eléc-
tricamente, son capaces de atravesar la bicapa lipidica y pasar a través de las
membranas celulares. Las moléculas lipofilas o de gran tamano entran en la
célula mediante las lipoproteinas a las que se ligan. También pueden ser cap-
turadas por la célula mediante el fenémeno de endocitosis, especialmente en
los hepatocitos (Moore & Willows, 1998).

Determinados contaminantes hidrofobos tienen tendencia a acumularse en
los tejidos o compartimentos ricos en lipidos, como en adipocitos, membranas
y lipoproteinas. Ademas de unirse a estos componentes de los tejidos, los toxi-
cos presentan otras zonas de afinidad, que son los lisososmas. Las células de la
glandula digestiva son muy ricas en lisosomas (Moore, 1990) y el almacena-
miento que llevan a cabo representan un importante mecanismo de protec-

cion frente a diversos compuestos (Moore & Willows, 1998).

La acumulacion y eliminacion de DSP en los distintos 6rganos y tejidos se pro-
duce a diferentes ritmos, en base a las diferentes afinidades que existan entre
ellos. Sin embargo, se ha observado que la distribuciéon anatéomica de estos
compuestos parece concentrarse en la glandula digestiva del mejillon. Se han
realizado analisis de los tejidos no viscerales que lo confirman, encontrando

solo trazas de OAy sus derivados (Blanco et al., 2007b).
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Otro estudio en la vieira Patinopecten yessoensis mostraba la acumulacion de va-
rias toxinas en el hepatopancreas tras la inyeccion de estas en el musculo
aductor, acompanadas de pequenas transformaciones de los metabolitos (Su-
zuki et al., 2005). Por tanto, parece ser que la mayor parte de este tipo de toxi-
nas son finalmente transportadas y acumuladas en la glandula digestiva, don-

de seran transformadas y expulsadas del organismo.

La asimilacion constante de toxicos en los tejidos de algunos animales se va
amplificando exponencialmente a medida que subimos en los niveles de la ca-
dena alimentaria. Esto puede conllevar efectos perjudiciales, debido a las con-
centraciones que se pueden llegar a alcanzar, aunque, por lo general, los con-
taminantes finalmente almacenados suelen ser poco reactivos. De todas
formas, algunos de los toxicos pueden constituir un riesgo para el ecosistema,
en la medida en que se produzca algun tipo de consecuencia debido a la
bioamplificacion, provocando los efectos toxicos en los organismos predado-
res (Franke et al., 1994).

1.3.3. Respuesta y depuracion del organismo [rente la presencia de

xenobioticos

Las rutas de desintoxicacion incluyen la eliminacion directa a través de las
branquias, la expulsion mediante el sistema digestivo y, en algunos casos, los
compuestos lipofilicos pueden ser eliminados mediante la puesta. La depura-
cion es un proceso donde la cantidad de eliminaciéon de contaminantes se ve
afectada por factores como el periodo estacional o la temperatura. También
influira la duracion a la exposicion al contaminante, ya que tiempos cortos
conllevan una eliminacion rapida y completa, mientras que frente a exposicio-
nes mas prolongadas la expulsion es mas lenta y a menudo incompleta (Li-

vingstone & Pipe, 1992).

La presencia de contaminantes en el organismo constituye un estrés que indu-
ce ciertas modificaciones a nivel fisiologico y metabdlico. Esta respuesta esta
constituida por mecanismos celulares que reducen los efectos toxicos, me-

diante una modificacion del metabolismo que facilita la excrecion de toxinas.
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1.3.3.1. Proteinas de estrés

Existen varios grupos de proteinas que se activan durante la exposicion a con-
taminantes, actuando sobre la detoxificacion y la reparacion de compuestos
celulares danados. Son conocidas como proteinas de estrés. Entre ellas se en-
cuentran las proteinas de choque térmico o HSP (Heat Shock Proteins), que es-
tan presentes en todas las células y son codificadas por genes que se activan en
situaciones de estrés, afectando a la estructura y funcion de las proteinas celu-
lares. Actian como chaperonas moleculares y tienen un importante papel en
el mantenimiento de la homeostasis, ya que ayudan al plegamiento y ensam-
blaje de otras proteinas con cambios en la conformacion tridimensional (Fe-
der & Hofman, 1999). Confieren a las células resistencia, reparando y prote-

giendo a las proteinas de danos ocasionados por los toxicos.

Otros grupos de proteinas que entran en accion en estas situaciones son las
GRP (Glucose Regulated Proteins), 1as ubiquitinas y las proteasas. Todas estas pro-
teinas de estrés se distinguen segun la especificidad de sustratos a los que se
unen y las distintas funciones que llevan a cabo en la célula. Ademas, presen-
tan gran conservacion en los distintos grupos filogenéticos, lo que sugiere un

papel fundamental para el funcionamiento celular.

Existe otro conjunto de moléculas, las metalotioneinas (MT), ricas en cistei-
nas y que actian cuando el organismo se expone a la presencia de metales.
Presentan un papel fundamental en la fijacion de metales esenciales en la cé-
lula, controlando las concentraciones de las formas libres y su destino en la cé-
lula, asi como en la detoxificacion de metales no esenciales y el control de los

efectos toxicos que pueden conllevar (Kagi & Schaffer, 1988).

Un mecanismo fundamental que se activa frente a la presencia de toxinas o
contaminantes antropogénicos son los sistemas de multirresistenca frente a
xenobioticos (MXR). Estos permiten a los organismos presentar una resisten-
cia a los efectos toxicos de una gran variedad de moléculas, gracias a un bom-
beo activo al exterior de la célula, que reduce la acumulacion intracelular de
contaminantes (Kurelec, 1995a; Bard, 2000).
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Este sistema se considera un fenomeno analogo a la multirresistencia frente a
farmacos o multidrug resistance (MDR) descrita y demostrada en lineas de cé-
lulas tumorales resistentes a tratamientos quimicos (Endicott & Ling, 1989;
Kurelec, 1992). Este mecanismo favorece la disminucion de los xenobiéticos
acumulados intracelularmente por la activacion de determinadas proteinas
transportadoras de membrana de la superfamilia de proteinas ABC, particu-
larmente a la P-glucoproteina (P-gp o MDR), las proteinas de multirresisten-
cia frente a farmacos (Multidrug Resistance Proteins - MRP) y la Breast Cancer Re-
sistance Protein (BCRP) (Bard, 2000; Pain & Parant, 2003a; Choudhuri &
Klaassen, 2006), cuya estructura se ve en la Figura 14 (Leslie et al., 2005).
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Figura 14: Modelos topoldgicos de las estructuras secundarias, de los transportadores ABC mas estudiados.
a) Corresponde a la estructura de las MRPs; b) Estructura de la MDR o P-glicoproteina; ¢) Morfologia de la
proteina BCRP 0 ABCG2. EI MSD (membran spanning domain) corresponde con los dominios transmembrana
(TMB) y los NBD (nucleotid binaing domain), con los dominios de union al ATP (Leslie et al., 2005).
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Estas proteinas transmembrana funcionan dependientes del ATP, bombeando
determinados compuestos al exterior y reduciendo los niveles intracelulares

contra gradiente de concentracion.

Este sistema constituye una primera linea de defensa en organismos acuaticos
y, probablemente, tenga un importante papel en la eliminacién de toxinas du-
rante los procesos de detoxificacion en moluscos, asociados a episodios toxi-
cos de ficotoxinas lipofilicas, como el caso del OA y sus complejos derivados.
La estructura molecular de estos compuestos se ajusta perfectamente a los me-
tabolitos que se pueden unir y ser expulsados por las proteinas transportado-

ras de membrana.

Los MXR son capaces de transportar al exterior de la célula una gran variedad
de compuestos quimicos, tanto naturales como de origen antropogénico, con
una serie de caracteristicas comunes, como una cierta hidrofobicidad, anfipa-

ticos, de bajo peso molecular y una configuracion espacial plana (Bard, 2000).

Esta baja especificidad por los sustratos sugiere que es un mecanismo general
de defensa frente a la presencia de distintos contaminantes, con un papel pro-
tector a la exposicion de toxinas y xenobioticos presentes en el medio (Epel,
1998).

Este sistema funciona de forma practicamente universal, desde arqueobacte-
rias hasta mamiferos (Leslie et al., 2005). La induccion de la actividad MXR en
presencia de contaminantes en organismos acuaticos, y en concreto en bival-

vos, ha sido estudiada por numerosos investigadores.

Se ha confirmado la actividad de las proteinas MDR como una primera linea
de defensa frente a toxicos ambientales (Toomey & Epel, 1993; Waldman et
al., 1995; Galgani et al., 1996; Schroeder, 1998; McFadzen, 2000; Kingtong,
2007; Manfrin, 2010), contaminantes antropogénicos (Cornwall et al., 1995;
Kurelec, 1995b; Parant & Pain, 2001; Pain, 2003a; Kingtong, 2007), metales
pesados (Bard, 2000; Achard et al., 2004; Franzellitti & Fabbri, 2006; Ivanina &

Sokolova, 2008) o activados por diferentes factores medioambientales (Epel,
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1998; Eufemia & Epel, 2000; Parant & Pain, 2001; Pain & Parant, 2003b; Lue-
deking & Koehler , 2004; Tutundjian & Minier, 2007; Manfrin, 2010).

La actividad y presencia de estas proteinas en los organismos se ha demostra-
do con el uso de diferentes técnicas. Una de las mas empleadas para medir la
actividad es el uso de marcadores fluorescentes, como la rodamina. Fue em-
pleada por primera vez por Neyfakh en 1988, y esta basada en la expulsion de
ciertos marcadores por estas proteinas, pero, bajo la presencia de otros sustra-
tos inhibidores del transportador, el marcador se acumula en el interior de la

célula, pudiendo ser cuantificada por la fluorescencia que emite.

Numerosos investigadores han usado esta técnica para confirmar la actividad
de las proteinas de resistencia en moluscos (Cornwall et al., 1995; Kurelec,
1995 a 'y b; Galgani et al., 1996; Minier & Moore, 1996a; Epel, 1998; Eufemia &
Epel, 2000; Bard, 2000; McFadzen, 2000; Parant & Pain, 2001; Minier et al.,
2002; Pain & Parant 2003b; Zaja et al., 2006; Tutundjian & Minier, 2007; Ivani-
na & Sokolova, 2008).

Otro método usado muy a menudo es la deteccion inmunoquimica usando
anticuerpos monoclonales especificos, que fue desarrollada por Georges et al.,
en 1990. El C219 es un anticuerpo que reacciona con la P-gp, ya que esta diri-
gido a una region aminoacidica altamente conservada, presente en proteinas

transportadoras de multidrogas.

Esta técnica presenta un problema potencial, ya que puede generar falsos po-
sitivos por la unién con otras proteinas que presenten regiones similares a las
que se puedan acoplar. Aun asi, se ha empleado en numerosos estudios en bi-
valvos con resultados satisfactorios: en la almeja Corbicula fluminea (Waldmann
et al., 1995; Achard et al., 2004); en ostras Crassostrea virginica (Keppler & Ring-
wood, 2001, Ivanina & Sokolova, 2008) y C. gigas (Minier et al., 2002) y en me-
jillones Mytilus californianus, M. galloprovincialis, M. edulis y Perna perna (Corn-
wall et al., 1995; Galgani et al., 1996; Minier & Moore, 1996a; Epel, 1998;
Eufemia & Epel, 2000).
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En los ultimos anos, el uso de técnicas moleculares ha ayudado a confirmar la
presencia de estos grupos de proteinas en numerosos moluscos y su actividad
frente a distintos compuestos perjudiciales para los organismos. La expresion
de la P-glucoproteina se ha observado en distintos bivalvos y en algunos de
ellos ya se han clonado y caracterizado las secuencias nucleotidicas que codifi-
can estas (Minier et al., 2002; Smital et al., 2003; Achard et al., 2004; Luedeking
et al., 2005; Franzellitti & Fabbri, 2006; Tutundjian & Minier, 2007; Lucken-
bach & Epel, 2008; Ivanina & Sokolova, 2008; Manfrin, 2010).

1.3.3.2. Mecanismos de metabolizacion

Aunque la actuacion de las proteinas de desintoxicacion es permanente, los
xenobioticos suelen acumularse en el organismo, con la consecuente apari-
cion de efectos toxicos para los individuos. Entonces, entran en funciona-
miento mecanismos celulares para reducir estos efectos y facilitar la excrecion

de los contaminantes y de los productos reactivos que se generan.

La mayoria de los toxicos captados son de naturaleza hidrofoba vy, tras el pro-
ceso de metabolizacion, se transforman en productos mas hidrofilos, con el
fin de que puedan ser transportados mas facilmente, a través del sistema circu-

latorio, a los tejidos excretores.

La transformacion y eliminacion de los compuestos toxicos tiene lugar en va-
rias fases en las que participan una serie de sistemas enzimaticos. Primero se
produce una metabolizacion de los productos; le sigue una conjugacion de los
derivados metabolicos, para una posterior excrecion. Estos mecanismos per-
miten facilitar la eliminacion de los contaminantes y proteger a los organis-
mos de sus efectos nocivos, aunque en algunos casos pueden formarse molé-
culas particularmente reactivas que presentan una toxicidad mas elevada que

la molécula original.
Fase I

Tiene lugar la transformacion de los xenobioticos lipofilos asociado al citocro-

mo P450, que son sistemas enzimaticos donde se llevan a cabo las reacciones
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de metabolizacion (Figura 15). Se produce una biotransformaciéon que provo-
ca la conversion de compuestos lipofilicos (no polares) en compuestos mas
polares y, por lo tanto, algo mas solubles en agua. Actian oxidorreductasas e
hidrolasas que catalizan reacciones de oxidacion, reduccion e hidrolisis, origi-
nandose derivados metabdlicos mas polares que pueden ser excretados direc-
tamente. También se forman compuestos derivados mas hidrosolubles y que
son frecuentemente mas reactivos, lo que suele conllevar mayor capacidad t6-
xica. Estos metabolitos que se crean, generalmente, seran sustratos de las enzi-

mas de la Fase II.

Sustrato hidrolizado Sustrato
ROH Felll RH
® [ O
FeV— RH Fe™— RH
O

2H' pem_ru Fell_ RH

0 0,
Fel' _ RH
e |

O

()/-
"> R+ Sustrato radical
1
H,O0,

Perdxido de hidrogeno

Figura 15: Mecanismo de accion del citocromo P450. El sustrato (R) se une al Fe" (1) que después se re-
duce con una transferencia de electrones (2) catalizada por el NADPH reductasa del citocromo P450. En el
siguiente paso, una molécula de oxigeno se fija (3), entonces, un segundo electron se transfiere (4a) for-
mando asf una peroxicomplejo, y a continuacion el puente 0-0 se corta (5). El radical hidroxilo es finalmen-
te liberado (6) y apoyado por otros mecanismos, mientras que el citocromo estd listo para un ciclo de reac-
cion nuevo. A veces el ciclo es incompleto y el substrato se libera como radical con perdxido de hidrogeno
después de la fijacion de oxigeno (4b), ambos productos tienen un alto potencial de oxidacion y puede ge-
nerar dafio oxidativo en los componentes celulares. (modificado a partir de Manduzio, 2004).
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Fase 11

Las transferasas, enzimas usadas en esta fase, catalizan reacciones de conjuga-
cion de las moléculas toxicas con diferentes metabolitos aceptores, donde los
xenobioticos polares son unidos con sustancias endogenas hidrofilicas, como
el acido glucurénico, sulfatos o el glutation (Kurelec et al., 1986; James, 1987).
Estas reacciones enzimaticas tienen como objetivo aumentar atin mas la hidro-
solubilidad de los sustratos para que sean mas faciles de eliminar por el orga-
nismo, generalmente por las proteinas MRP. Ademas, la mayor parte de los
metabolitos originados presentan menor toxicidad y baja actividad biologica,
por lo que muchas reacciones de esta fase se podrian considerar reacciones de

bioinactivacion, aunque no siempre.

Metabolismo de xenobidticos

[
N
FASE | oxidacion
. L, reduccién '
funcionalizacion hidrolisis ¢ ®
CYP450 o* .
-
r; A
glutation
. FAS.E," ac. glucurénico
conjugacion con sulfato ‘v
aminoacidos
e®
membrana metabolitos *
celular conjugados

Figura 16: Modelo del proceso de desintoxicacion de xenobidticos. Un toxico puede ser eliminado de
forma directa a través de transportadores ABC (P-gp). A altas concentraciones, el toxico se acumula, y es
metabolizado por enzimas de la familia Citocromo P450. Los metabolitos resultantes pueden eliminarse
directamente a través de 1a P-gp; 0 conjugarse con el glutation, cido glucurénico, sulfato o aminodcidos,
para ser expulsados por transporte activo de la MRP.
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Fase 11T

Los derivados metabdlicos conjugados son excretados por bombeo, mediante
una serie de transportadores de membrana dependientes de ATP, el sistema
MXR, constituido por las proteinas transportadoras de membrana. Estas pro-
teinas pueden catalizar el transporte de una estrecha variedad de aniones hi-
drofébicos, ayudando a eliminar productos de la fase II hacia el medio extra-
celular. Estos transportadores también pueden actuar como una primera linea
de defensa, conocida como Fase 0, controlando la acumulacion intracelular

de toxinas gracias a una excrecion directa de xenobioticos.

Se puede observar un esquema de como funciona este mecanismo en la Figu-
ra 16 (Bard, 2000; Luedeking & Koehler, 2004).

1.4. Proteinas ABC

Como ya se ha comentado, la P-glucoproteina (MDR1 o ABCB1) es un trans-
portador de membrana, perteneciente a la subfamilia de las proteinas ABCB
(Leslie et al., 2005), que actda como una bomba dependiente de energia en-

viando moléculas toxicas al exterior de las células (Bard, 2000).

Este grupo de proteinas transportadoras pertenecen a la superfamilia de las
ABC (ATP-Binding Cassette). Es una de las mas numerosas descritas hasta la fe-
cha, agrupando a aquellas proteinas que presentan, en su estructura, el deno-
minado dominio de unién al nucle6tido o ATP (NBD - Nucleotic Binding Do-

main).

Las proteinas ABC son de gran importancia para cualquier sistema vivo y se
caracterizan por la presencia del dominio transmembrana (TMD) y un domi-
nio de unién al nucleétido o NBD, donde se pueden localizar regiones alta-
mente conservadas como el Walker Ay B, el motivo C o firma ABC y los bucles
o loops A, Q, Dy H (Linton & Higgins, 2007).
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La especifidad de las moléculas transportadas viene determinada por los
TMD, mientras que la energia aportada para el transporte se obtiene de la hi-
drolisis del adenosin trifosfato (ATP) en el NBD (Ambudkar & Gottesman
2006).

A este grupo de proteinas se le atribuyen gran variedad de funciones, aunque
realmente la mision concreta de muchas de ellas todavia es desconocida.
Algunos NBD han desarrollado el uso de la catalisis del ATP para diferentes
funciones biologicas, como reparacion de ADN o la exportacion del nucleo
del mRNA (Linton & Higgins, 2007), aunque gran parte de los miembros de
esta superfamilia se caracteriza por estar implicada en el transporte de una
gran variedad de sustratos (productos metabdlicos, iones, péptidos, lipidos,
aminoacidos, aziicares, vitaminas, esteroides, xenobioticos), a través de las
membranas biologicas, tanto entre el citoplasma y el espacio extracelular
como entre el interior de los organulos celulares eucariotas y el citosol (Hig-
gins 1992; Dean et al., 2001; Choudhuri & Klaassen, 2006).

Estos sustratos solo pueden ser desplazados unidireccionalmente, lo que con-
lleva un gasto de energia debido al excesivo tamano que presentan para difun-
dir a través de la membrana, o bien porque van en contra de los gradientes fi-

sico-quimicos presentes.

Gracias a la facultad ATPasa de estas proteinas, el enlace fosfato es hidrolizado
(ATP + HoO = ADP + P;) y la energia liberada se emplea en el transporte del

sustrato, a través de las membranas biologicas (Higgins, 1992).

En procariotas estos transportadores mueven nutrientes esenciales que no
pueden ser captados por difusion como azuicares, vitaminas o iones metalicos
(Saurin et al., 1999), mientras que, en eucariotas, la mayor parte de los genes
ABC se encargan del transporte desde el citoplasma al exterior de la célula o

al interior de los compartimentos intracelulares (Dean et al., 2001).

Los importadores ABC son caracteristicos de procariotas y emplean una pro-

teina periplasmatica de union (PBP) para permitir la union de los sustratos se-
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lectivamente y con una elevada afinidad, favoreciendo la especificidad de la
reaccion de transporte. Los exportadores ABC, presentes en todas las espe-
cies, movilizan los sustratos directamente del citoplasma a través de la mem-

brana de las células o de los organulos (Linton & Higgins 2007).

5 Ill P

Figura 17: Modelo simplificado de la actuacion de la P-glucoproteina (P-gp).La principal respuesta
y actividad se produce en la membrana plasmatica, el sustrato (S) entra por difusion pasiva al citosol
y es transportado activamente al exterior de la célula (A), o al interior de los orgdnulos (B) contra
gradiente de concentracion (Svensson, 2003a).

Higgins et al., en 1982, son los primeros en clonar y secuenciar, en la bacteria
Salmonella typhimurium, la histidina permeasa, el primer transportador ABC se-
cuenciado. A partir de aqui, el descubrimiento de nuevos transportadores de
la familia ha sido constante, siendo, actualmente, una de las mayores familias
de proteinas transmembrana, presente en todas las células de todas las espe-
cies estudiadas, desde eubacterias a organismos eucariotas superiores (Hig-
gins, 1992; Saurin et al., 1999).

La descripcion de nuevos miembros de la familia y la localizacion de estas pro-
teinas en otros organismos ha sido relativamente sencilla, debido a la gran
conservacion que se descubrio en la secuencia de los fragmentos que codifi-

can para los dominios de union al ATP. Se encontr6 una gran homologia en-
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tre nucleétidos y aminoacidos de ciertas regiones que estan muy conservadas
(Dean et al., 2002).

En la familia de transportadores ABC en humanos, se han identificado 48 ge-
nes y se han clasificado por andlisis filogenético de las secuencias aminoacidi-
cas de los NBD en 7 subfamilias, nombradas de la A a la G (nimero de miem-
bros entre paréntesis): ABCA (12), ABCB (11), ABCC (12), ABCD (4), ABCE
(1), ABCF (3), and ABCG (5) (Allikments et al., 1996). Estan caracterizadas
por presentar al menos un dominio transmembrana, cuyos TMD estan forma-
dos por entre cinco y seis o-hélices, que atraviesan la bicapa lipidica del lado
citosolico al espacio extracelular, y una zona de union al ATP o nucleotide bin-
ding domain (NBD). Un transportador funcional completo consta de 2 NBD y
2 TMD.

Cada uno de los NBD contienen dos motivos estructurales altamente conser-
vados, llamados Walker A 'y Walker B, presentes en todas las proteinas ABC.
Entre ambos, se localiza un motivo adicional, exclusivo de estos transportado-
res, la firma ABC o motivo C (Hyde et al., 1990) (Figura 18). Los Walker Ay B
estan altamente involucradas en la reaccion de hidrolisis del ATP para el
transporte del sustrato. En el Walker B, el residuo conservado acido glutamico
(E), junto al residuo conservado de acido aspartico (D), son directamente res-

ponsables de la rotura del enlace fosfodiéster durante la hidrolisis de ATP.

Esta propuesta se fundamenta en observaciones de la estructura tridimensio-
nal, en alta resolucion, de estos transportadores ABC, que muestran que el
acido glutamico parece estar en una posicion ideal para activar un ataque a la
molécula de agua (Orelle et al., 2003; Frelet & Klein, 2006). El motivo C (frag-
mento de 12 residuos, el cual suele comenzar con secuencia LSGGQ) esta
fuertemente conservado a lo largo de la evolucion, por lo que se supone que
desarrolla un importante papel en el mecanismo de transporte (Frelet &
Klein, 2006).

Se piensa que esta implicada en los cambios conformacionales que tienen lu-

gar en los dominios de membrana para el transporte de los sustratos (Hyde et
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al., 1990), debido a la presencia de un residuo de serina (S) necesario para la
interaccion entre el Walker A y el motivo C, probablemente relacionado con
el fosfato del ATP (Leslie et al., 2005). Ademas de estos tres motivos conserva-
dos, existen otros: el A-loop un residuo aromatico altamente conservado, que
interactda con el anillo de adenina del ATP, situado aproximadamente unos
25 aminoacidos antes del Walker A y que es esencial para la uniéon al ATP
(Ambudkar et al., 2006).

El Q-loop esta situado entre el Walker A y el motivo C, y contiene una glutami-
na (Q). Esta posicion acopla los lugares de union al ligando de los TMD, a los
lugares de union al ATP, en los NBD, y forma puentes de hidrégeno con el
MgQJr y el HyO (Linton, 2007). Después del Walker B, esta el D-loop, que pre-
senta un acido aspartico (D). Finalmente, se localiza el H-loop, que posee una
histidina (H).

Independiente de la direccion del transporte (absorcion o excrecion), o la na-
turaleza del sustrato a transportar (de bajo o elevado peso molecular), los
transportadores ABC, generalmente, estan compuestos por cuatro dominios:
dos dominios transmembrana hidrofébicos (TMD) y dos dominios de unién
al nucleo6tido o ATP, hidrofilicos (Nucleotide Binding Domains - NBD).

Los dominios transmembrana varian considerablemente entre las diferentes
proteinas ABC, mientras que los dominios de union al ATP se encuentran al-
tamente conservados dentro de esta familia, aunque presentan motivos carac-
teristicos que permiten distinguir entre las diferentes subfamilias (Higgins,
1992). Los TMD atraviesan la membrana de 6 a 12 veces via o-hélices y propor-
cionan la especificidad por el sustrato (Dean et al., 2001). Los NBD se locali-
zan en el citoplasma de las células donde se unen e hidrolizan los ATP y usan
la energia liberada para el transporte de los sustratos (Dean et al., 2001, Lin-
ton, 2007).

En la Figura 18, de la pagina siguiente, puede verse la estructura y accion de

las proteinas ABC.
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P-gp Y GnsGsGKST sQe  LSGGQ ILLDEAT LD AHR

~14 ~36-44 ~83-86 ~140-44  ~160-67 ~170-71 ~195-97
aromatic Walker A Q-loop  ABC D-loop H-loop
signature

Figura 18. Estructura y accion de las proteinas ABC. Los NBD (dominio de union al ATP) se mantienen
uniformes entre las diferentes proteinas ABC, presentando motivos altamente conservados (Walker A,
Walker B y motivo C). Ademas, es donde tiene lugar Ia hidrélisis del ATP y la obtencion de energia para el
transporte de 0s sustratos (obtenido a partir de Linton, 2007).

1.4.1. Subfamilia ABCB

En humanos, la subfamilia ABCB, a la que pertenece la P-gp, esta formada por
once miembros. Cuatro de ellos son transportadores completos de alrededor
de 1300 aminoacidos, que serian la ABCB1 (MDR1), ABCB4 (MDR2/3),
ABCBb5 y ABCB11, conocida como BSEP (Bile Salt Export Pump) o sP-gp (sister
de la P-glucoproteina); los demas son semitransportadores (Figura 19). El mo-
delo estructural de estas proteinas mantiene una organizacion comun a las de
la familia. Los transportadores completos presentan una estructura habitual
con dos NBD citoplasmaticos y dos dominios transmembrana (TMD), mien-
tras que los semitransportadores, con solo un NBD y un TMD, se unen con

otros para crear un polipéptido funcional completo (Hyde et al., 1990).
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Figura 19. Modelos de las estructuras de un transportador y un semitransportador ABCB (modificado a
partir de Kemp, 2011).

La ABCBI1, conocida como MDRI1 o P-gp, fue la primera en ser estudiada y ca-
racterizada por su capacidad de conferir la mutiresistencia frente a farma-
cos/drogas (Chen et al., 1986). Esta compuesta por dos mitades con un alto
grado de similitud entre ellas. Cada mitad presenta un dominio transmembra-
na (TMD) hidrofobico, con 6 a-hélices que atraviesan la bicapa lipidica y un
dominio de union al ATP (NBD), hidrofilico y localizado en el interior de la

célula.

Parece ser que estas proteinas se han originado por un evento de duplicacion
de un gen primordial, con la union entre si de dos mitades homologas, cada
una con seis fragmentos transmembrana en posicion N-terminal, seguido de
un dominio de unién al ATP (Bard, 2000; Hennessy & Spiers, 2007).

El fenomeno MDR (multidrug resistance) fue descrito por primera vez por Dano
en 1973, al observar la eliminacion de farmacos en células tumorales. Tres
anos después, Juliano & Ling demostraban la presencia de una glucoproteina
de 170 kDa, que conferia proteccién frente a agentes anticancer en células

mutantes tumorales de ovarios de hamster.

Se observo que son unas proteinas fuertemente expresadas en células tumora-
les, aunque también en tejidos de proteccion y excrecion. Actian limitando y

regulando la absorcion, eliminando y controlando la distribucion de drogas 'y
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otros toxicos en los tejidos (Fromm, 2004). Se conocen como P-glucoproteina
debido a la permeabilidad que presentan frente a drogas (por lo que se desig-
na con la ‘P’), mientras que “glucoproteina” es debido al alto grado de gluco-

silacion que muestra (Epel, 1998).

En algunas especies, se han descrito proteinas homologas y se ha confirmado
como un importante mecanismo de defensa frente a toxicos xenobioéticos en
organismos acuaticos. En humanos hay dos genes mds, funcionalmente dife-
rentes, que codifican para la P-gp (MDRI y MDR3, también conocido como
MDR2/3), mientras que en roedores se han localizado formas paralogas codi-
ficadas para uno de estos genes, por lo que hay tres genes MDR (Mdrla, Mdrlb
y Mdr2).

La P-gp es codificada en humanos por mdrl y en raton para mdrlay 1b, y con-
fieren una resistencia constitutiva e inducible a toxicos, mientras que mdr3 de
humanos y mdr2 de ratén codifican para flipasas tranlocadoras de fosfolipidos
(Leslie et al., 2005; Choudhuri & Klaassen 2006). También se han descrito dos
P-gp en peces (Pleuronectes americanus, Fundulus heteroclitus), donde la P-gpA
corresponderia con la s-P-gp (ABCB 11), mientras que la P-gpB estaria relacio-
nada con las dos MDR de mamiferos (Bard, 2000).

Esta proteina de membrana actiia como una bomba dependiente de energia
que exporta determinadas moléculas al exterior de las células y limita la entra-
da de compuestos nocivos. En un experimento con roedores con la proteina
MDRI1a bloqueada, se observé que provocaba un efecto marcado en la elimi-
nacion y distribucion de las toxinas, sugiriendo que esta proteina ayuda a
mantener la integridad de los tejidos barrera y la prevencion en la acumula-

cion de xenobioticos (Bard, 2000).

El transporte se realiza a través de un canal que se forma en la membrana plas-
matica, constituido por los doce segmentos transmembrana. Los sustratos que
transportan comparten las caracteristicas de moléculas moderadamente hi-
drofébicas o anfipaticas, planares, neutras o cationicas, generalmente no con-

jugadas.
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La estructura tridimensional fue descrita por primera vez por Rosenberg
(1997). Los TMD forman un poro en la membrana que origina una camara
central alargada. En estado basal, esta abierto en la cara extracelular, pero ce-
rrada hacia la zona que da al interior de la célula, con los dos NBD expuestos

como lobulos citoplasmaticos. Se ilustra en la Figura 20:

Figura 20. Representacion esquematica de la P-glucoproteina. Los NBD, coloreados de azul claro y
amarillo, muestran una conformacion de dimero cerrado. Los TMD, en azul oscuro y rojo, forman una ca-
mara acuosa embebida en la membrana. Los rectangulos grises indican el plano en el que estd orientada
la membrana. (Linton & Higgins, 2007).

El cambio conformacional de la proteina provoca la apertura de una cavidad
central en la region TMD, que forma una ruta a través de la cual los sustratos
atraviesan la membrana, y también se crea un lugar de union del sustrato que
contribuye a la especificidad del transporte. La estructura recuerda a un em-
budo con la zona mas estrecha en la cara citosoélica y la mas ancha de aproxi-
madamente 50 A, hacia el lado extracelular, que es la zona de baja afinidad y

liberacion del sustrato. La region central, donde esta la zona de alta afinidad
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del sustrato, tiene un diametro que va de 9 a 25 A (Ambudkar & Gottesman,
2006).

Estos transportadores catalizan el paso de las moléculas a través de la membra-
na biolégica en varias fases. Existe un modelo general del proceso, aunque to-
davia no esta claro del todo, y hay modelos que han propuesto algunas varia-

ciones.

En primer lugar, la molécula que se va a transportar se acopla al lugar de alta
afinidad de los TMD. Este hecho hace que se mande una senal a los NBD, que
provoca su apertura, favoreciendo una union de cooperacion de las dos molé-
culas de ATP. Asi se causa la dimerizacion de los NBD y se adopta una confor-

macion cerrada. La union del sustrato a la proteina esta fuertemente relacio-
nado con el TMD1 (Hennesy & Spiers, 2007).

A continuacion, los cambios conformacionales necesarios para adoptar ese es-
tado son transmitidos al TMD, provocando la exposicion de los lugares de
union del sustrato hacia la cara extracelular y su afinidad por el sustrato se re-

duce, siendo este liberado al exterior.

El ATP es hidrolizado para proveer energia para la ruptura del dimero de los
NBD y formar un estado intermedio. Finalmente, la liberacion del Pi y el ADP
devuelve al transportador a su configuracion basal de alta afinidad por el sus-
trato (Chen et al., 2001; Linton, 2007).

Al haber dos dominios de union al nucleétido, seran hidrolizadas dos molécu-
las de ATP de forma secuencial; una de ellas esta implicada en el cambio que
permite el traslado de los sustratos al exterior de la célula, mientras que la
otra devuelve la configuracion del transportador a su estado original, presen-
tando de nuevo una elevada afinidad por el sustrato. Los tres pasos energéti-
cos (union del ATP, hidrolisis y liberacion del Pi + ADP) estan asociados con

cambios conformacionales en el transportador.
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Figura 21. Fases del transporte de sustancias por la P-glucoproteina. El sustrato se une a la zona de alta
afinidad en el canal formado por los dos TMDs. Esta union induce un cambio en la estructura de los
NBDs, que tendran mayor afinidad por el ATP. La union de los ATPs provoca una configuracion de dimero
cerrado de los NBDs. La energia liberada por el cierre del dimero de los NBD causa un nuevo cambio en
los TMD y el sustrato es expulsado. La hidrélisis de ATP proporciona energia para la ruptura del dimero
de los NBD, formando un estado intermedio. Finalmente, la liberacion del Piy el ADP consiguen que el
transportador vuelva a su estado basal de dimero abierto (modificada a partir de Linton, 2007).

Con el fin de conocer la funcion que desarrollan las regiones o motivos alta-
mente conservados, se han realizado estudios que se basan en observaciones
de la variacion natural de estas proteinas y los polimorfismos encontrados. Sin
embargo, la mutagénesis dirigida se ha utilizado como una herramienta para
poder identificar la funcién de algunos aminoacidos, que no se ven alterados
por la variacion natural. Ademas, ha permitido estudiar ciertas mutaciones re-
lacionadas con los transportadores ABC y el efecto que acarrea la sustitucion
de un aminoacido particular por una gama de diferentes aminodcidos, pu-

diendo asi analizar su especificidad.

Frelet & Klein (2006) realizaron una revision de la funcion de los transporta-
dores ABC por analisis mutacionales, observando que la inactivacion de las
reacciones de hidrolisis de ATP por mutaciones en regiones conservadas,
como los Walker A y B, provocan una pérdida del transporte del toxico/far-
maco en las células. Estas conclusiones se obtuvieron de varios estudios, como
el de Azzaria et al. (1989), donde se mutaron los residuos de glicina y lisina en
las posiciones 431/1073 y 432/1074 en el Walker A de ambos NBD de MDR1
en ratén, demostrando que la unién del ATP se vio afectada en los mutantes.
La mutacion del residuo de lisina en cualquiera de los NBD neutralizé las acti-
vidades ATPasa de la proteina MDRI. Urbatsch et al. (1998) también realiza-
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ron investigaciones con mutagénesis de la proteina MDR1, en humanos, de
los residuos C431 y C1074, mostrando que mutaciones en estas cisteinas son

responsables de la inhibicion de las uniones disulfuro entre los dos NBD.

En los Walker B de ambos NBD, Hyrcyna et al. (1999) estudiaron los residuos
D555 y D1200 que estdn presumiblemente involucrados en la unién del Mg*2.
Ambas mutaciones no afectan a la capacidad del transportador para unirse al
sustrato, pero si a la funcion de transporte y las actividades ATPasa, tanto basal
como la estimulada por el toxico. Esto sugirié que los dos NBD, de forma alea-
toria, hidrolizan ATP, aunque existe una cooperatividad catalitica obligatoria,
por lo que la inhibicion de la hidrolisis de ATP en una de las zonas cataliticas

inhibe la hidrolisis en la otra.

Urbatsch et al. (1998) mostraron la importancia de los residuos cataliticos car-
boxilados altamente conservados E552 (NBD1) y E1197 (NBD2) en la MDR3
de raton, posiblemente implicados en la iniciacion o en otros aspectos de la
hidolisis. Estos residuos homologos, asociados a D551 y D1196, coordinan la
union de Mg+2 en cada zona: Las mutaciones de D551 y D1196 anulan el

transporte y la resistencia frente a toxicos mediada por la P-gp.

Loo et al. (2002) realizaron estudios sobre el motivo C, observando que una
mutacion simple de serina a cisteina, en cualquiera de los NBD de la MDRI1
en humanos, causa la pérdida parcial de la actividad de la ATPasa. Los papeles
funcionales de las dos secuencias de la firma ABC “LSGGQ” se estudiaron me-
diante la mutacion de serina a alanina (Tombline et al., 2004), viendo que se
reduce la fuerza de interaccion con el estado de transicion quimico especifi-

co, como mostraron con experimentos de captura con vanadato-ADP y beri-
lio-ADP.

Ambudkar et al. (2006), tras realizar un alineamiento en diversas ABC de hu-
manos, plantas, hongos y bacterias, describieron el A-loop, confirmando que el
residuo aromatico presente en el NBD2 es la tirosina (Y), mientras que, en el
NBDI1, también aparece con frecuencia el triptéfano (W) o la fenilalanina

(F). Varios grupos han estudiado los efectos bioquimicos de la mutacion de

60



I. Introduccion

este residuo en varias proteinas transportadoras ABC. Un ejemplo podria ser
la mutacién Y16S en la subunidad Hisp de la histidina permeasa bacteriana,
que anul6 la hidrolisis del ATP y su funcion de transporte (Shyamala et al.,
1991).

Ambudkar et al. (2006) realizaron varias mutagénesis dirigidas del residuo
conservado de tirosina, en ambos NBD de la P-gp, en humanos. La tirosina
fue cambiada por residuos alternativos aromaticos, por una mutacion no con-
servativa y por una sustitucion polar. Ninguna de las mutaciones afect6 a la ex-
presion de la proteina en la superficie celular, lo que permitio6 la caracteriza-
cion de las interacciones proteina-nucleotidos para todas estas sustituciones.
La sustitucion por aminodacidos aromaticos no provoco efecto sobre la fun-

cion del transporte, siendo tolerada.

Por otra parte, cuando se cambiaron por una mutacion no conservativa y una
sustitucion polar, en cualquiera de los NBD, se vio reducido significativamente
el transporte o fueron anuladas la hidrolisis y la unién del nucleétido, lo que
también influy6 en la funcion de transporte. Ademas, se ha sugerido que la
importancia de los residuos aromaticos conservados también puede estar rela-

cionada con el papel que desempene el NBD en el que se encuentran.

También se analizaron mutaciones en regiones fuera del NBD y se encontra-
ron diferentes residuos que son importantes para la unioén al sustrato: S222
(TM4), 1306 (TMb5), L339 y A342 (TM6), 1868 y G872 (TM10), F942 y T945
(TM11) y L975, V982 y A985 (TM12). Las mutaciones F335 (TM6) y F983
(TM12) provocan una alteracion en la resistencia a xenobioticos. Una muta-
cion en la P709 afectaba a la integridad estructural de la proteina. Ciertos resi-
duos de glicina desempenan papeles importantes en la estructura y la fun-
cion, por ejemplo, G185. Como se puede observar en muchos casos, las
mutaciones individuales provocan cambios de afinidad y variaciones en la acti-
vidad de transporte hacia el sustrato seleccionado (Frelet & Klein, 2006). Fi-
nalmente, cabe destacar que la similitud funcional implicita, entre los dos

NBD, corresponde a la identidad de la secuencia, siendo corroborada por el
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hallazgo de una P-gp mutante, con una segunda copia de NBD1 en lugar del

NBD2, que todavia podria transportar sustancias.
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2. OBJETIVOS

La multirresistencia frente a xenobioticos (MXR) en organismos acuaticos ex-
puestos a toxinas o contaminantes antropogénicos es un fenémeno muy estu-
diado en los ultimos anos, confirmandose que este mecanismo es debido en
gran medida a la activacion de unas proteinas transportadoras de membrana,
pertenecientes a la superfamilia de proteinas ABC, especialmente la P-gluco-
proteina (P-gp, ABCB1, MDR1).

A causa del papel que adoptan frente a la presencia de toxicos, se empezo a
analizar su presencia y funcionalidad en diversos bivalvos marinos (Eufemia &
Epel, 2000; McFaden et al., 2000; Smital et al., 2003; Eufemia et al., 2002; Pain
& Parant, 2003a; Franzelliti & Fabbri, 2006), corroborandose la activacion del

sistema frente a diferentes moléculas contaminantes.

La glandula digestiva, las branquias y el manto estan implicados en diversas
funciones biologicas, incluyendo respiracion, metabolismo (biotransforma-
cién) y excrecion, pudiendo actuar como barreras entre los mejillones y los
contaminantes externos. Por esta razon, es interesante conocer y evaluar la ex-
presion de estos genes en dichos tejidos, lo que permitiria observar si real-
mente se inducen estos mecanismos frente a la presencia de toxinas y qué pa-

pel tiene los distintos tejidos en respuesta a esta agresion.

El objetivo principal de este trabajo es confirmar la presencia de genes de tipo
mdrimplicados en la multirresistencia frente a xenobiéticos (MXR), en distin-
tos tejidos del mejillon Mytillus galloprovincialis, y analizar su expresion duran-
te los procesos de desintoxicacion celular, cuando estan expuestos a una situa-
cion de contaminaciéon natural por la presencia de toxinas de tipo DSP,
principalmente acido okadaico. Este objetivo se estructurard en base a la ob-
tencion de los siguientes objetivos parciales:

- Obtener la secuencia nucleotidica completa de los cDNA que codifican para
proteinas de tipo MDR, utilizando diferentes técnicas de biologia molecular
(PCR, RACE-PCR, clonacion y secuenciacion). Esto nos permitira caracteri-
zarlas, identificar los diferentes dominios funcionales presentes y comparar-

las con proteinas similares de otros organismos.
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- Buscar genes de referencia adecuados para realizar los analisis de expresion
de los genes mdr por transcripcion inversa, seguida de PCR en tiempo real
cuantitativa (RT-qPCR). Dichos genes de referencia deben expresarse de una
forma estable en todos los tejidos, o alolargo de todo el proceso experimental
y son necesarios para normalizar los datos de expresion.

- Estudiar la expresion, por RI-qPCR, de los genes mdren diferentes tejidos del
animal (glandula digestiva, branquias y manto), lo que permitira conocer la
implicacion de dichos tejidos en los procesos de desintoxicacion.

- Estudiar la expresion, por RI-qPCR, de los genes mdrante una exposicion na-
tural al acido okadaico en Galicia provocada por la proliferaciéon de microal-

gas Dinophysis acuminata.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material

Los materiales empleados en esta investigacion han sido los siguientes:

Material de vidrio

o Botellas de 1000, 500, 200, 100 y 20 o Macropipeta
ml
o Matraz aforado o Matraz Erlenmeyer
o Probetas aforadas o Tubos de ensayo estériles con
tapon

o Vasos de precipitados

Material fungible

o Asas de siembra o Columnas con filtro

o Cinta a Criotubos “COP NUNC”

o Cuchillas estériles o Films selladores. PCR sealers.

Microseal “B” film. BioRad®

o Filtros estériles 0.2 pm para jeringui- o Guantes estériles
llas Sartorius Minisart

o Guantes de nitrilo o Jeringuillas de 5y 10 ml

o Palillos esterilizados de madera o Papel de aluminio

o Parafilm® o Placas Petri

o Placas qRT. 96-well full C/C. Bio- o Puntas de pipeta con y sin filtro
Rad® estériles

o Tubos de ensayo de poliestireno o Tubos de microcentrifuga con
Greiner Bio-one estériles con tapon columna con filtro

o Tubos de PCR 200 y 500 pl o Tubos Eppendorf1,5y 2 ml

Material electronico

o Agitadores HGCS02 Bibby, RH basic o Autoclave Mediaclave P-selecta
IKA Labortechnic
o Balanza de precision HF-300G o Baio Julabo® 13
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Camara de aire con luz UV Burdino-
1a® AV100

Campana extractora Burdinola NST
1200

Congeladores de -20°C 'y -80°C

Estufa Memmert®

iCycler iQ™ machine (BioRad®)

Medidor de pH Gilson® GLP21

Microondas Whirpool®

Nevera

Spin
Thermomixer 5436 Eppendor(®

Vortex Heidolf® Reax top

Otro material

Agitadores magnéticos

Bandejas de plastico

Cubetas de electroforesis BioRad®
Gafas de metacrilato
Homogeneizadores Eppendorf® de
plastico

Peines de elctroforésis

Tijeras
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Camara de imagenes LLAS-3000
V2.2 (Fujifilm)

Centrifuga refrigerada Hettich
24-48R

Cronometro

Fuentes de alimentacion para
electroforesis Power Pac 300
BioRad®

Incubador Selecta con platafor-
ma agitadora Innova 2000
Microcentrifuga Spin Qualitron
Inc

Nanodrop spectrophotometer
1000 (Thermo Scientific)

PC

Termociclador T1 y T-gradient
Thermocycler Biometra®
Transilumunador BioRad® UV
2000

Bandejas de electroforésis
Cantara de transporte de nitro-
geno liquido

Cuchillos

Gradillas

Micropipetas Eppendorf® de 2,5,
10, 100 y 1000 pl

Pinzas
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Reactivos

Acido acético glacial 100%. MERCK
Acido clorhidrico fumante 37%.
MERCK

Agarosa D1. PRONADISA

Agua destilada

Agua PCR-grade. ROCHE

Azul de bromofenol. MERCK
Bactotriptona. PRONADISA
Cloruro de litio LiCl. AMBION

Cloruro de sodio NaCl. MERCK

Dietil pirocarbonato (DEPC).
SIGMA
Etanol 100%. MERCK

Ficoll 400. MERCK
Glucosa. MERCK
Hielo

IPTG. ROCHE

Nitrogeno liquido. Servicio de crio-
genia (RIADIT), USC.

Sacarosa. MERCK

Tris Base. MERCK
X-Gal. ROCHE
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Acido bérico. MERCK

Agar bacteriologico americano.
PRONADISA

Agarosa MS-8. PRONADISA
Agua MiliQ (Millipore 0,22
pm)

Ampicilina. SIGMA
B-Mercaptoetanol. SIGMA
Bromuro de etidio. HAMHEIM
Cloruro de potasio KCI.
MERCK

dNTPs (desoxinucleoétidos tri-
fosfato). ROCHE,/ PROMEGA
EcoRI-endonucleasa de restric-
cion. ROCHE

Extracto de levadura.
PRONADISA

Glicerol. PANREAC

Glyoxal Load Dye. AMBION
Hidroxido de sodio NaOH.
MERCK

Magnesio Mg*?
N,N-Dimetilformamida. SIGMA

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate).
SIGMA

Tri-Triplex III. MERCK
Xileno-Cianol. MERCK
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Kits comerciales (Anexo 8.1. Esquemas de los protocolos)

Advange 2 Polymerase Mix.
CLONTECH
DNA-Zap™. AMBION

HotMaster™ Taq DNA Polimerasa.
EPPENDORF

MinElute® Gel Extraction Kit. SIGMA /
Qiagen

NucleoSpin® RNA 11 kit.
MACHEREY-NAGEL.

Platinum Taqg DNA Polymerase.
INVITROGEN

RNA-Later®. AMBION

RNAse Zap®. AMBION

SuperScript® III First Strand Synthesis.
INVITROGEN
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o Turbo DNA-Free™. AMBION

Gen Elute Plasmid Miniprep.
SIGMA
Marcadores moleculares. ROCHE

Nucleo Spin® Extract I1.
MACHEREY-NAGEL

PGEM®- T Easy Vector 1.
PROMEGA

Primer pUC / M13 Forward y re-
verse. INVITROGEN

Ambion® RNA-Storage Solution.
SMARTer™ RACE cDNA Amplifi-
cation kit. CLONTECH
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3.2. Preparacion de medios

Se realizan las preparaciones en una campana de flujo laminar para evitar

contaminaciones.

Figura 21: Campana de flujo laminar

Preparacion de cebadores

Se reciben liofilizados en tubos de plastico. Preparamos la “solucion stock” di-
luyendo, en la cantidad necesaria de agua, MiliQ) estéril, para obtener una
concentracion final de 100 pM. Esta es diluida otras diez veces en agua MiliQ,
para conseguir alicuotas de una concentracion de 10 pM, que seran las “solu-

ciones de trabajo”.
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Preparacion de dANTPs

Para un volumen de 100 pl, anadiriamos a 60 pl de agua PCR grade water, 10 pl
de cada uno de los nucleétidos, para una concentracion final 10 mM de cada
uno (dATP, dGTP, dCTP y dTTP).

Gel de agarosa

Se prepara la concentraciéon adecuada de agarosa (entre el 1y el 3%), segin
el tamano esperado de los fragmentos de DNA (cuanto mas pequenos sean, la

solucion sera mas concentrada).

Se monta la bandeja de electroforesis, cerrando los laterales con cinta y colo-
cando el peine que se necesite en cada situacion. Para un gel al 1% de 100 ml
de tampon TAE, se le anade 1g de agarosa; si fuese al 2%, serian 2g (normal-
mente sera la D1 o de baja electroend6smosis, mientras que la agarosa MS-8 se

utiliza para separar fragmentos pequenos).

Para que se disuelva bien, se calienta en el microondas. Una vez que se enfria,
pero antes de que solidifique, se anaden 5 pl de la solucion de bromuro de eti-
dio a una concentracion de 10 mg/ml, que es un colorante que se une a la do-
ble cadena de DNA y emite fluorescencia cuando es excitado con luz ultravio-

leta.

Para geles desnaturalizantes de RNA, usaremos tampon TBE en vez del TAE.
Solucion de bromuro de etidio

Son 10 mg de bromuro de etidio por cada ml de agua MiliQ). Se deja en agita-

dor hasta que se homogeneice bien. Se conserva a temperatura ambiente,

pero en tubos cubiertos de papel de aluminio para protegerlos de la luz.
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Tampon TAE 50x (volumen 11)

242 ¢ de Tris base + 57,1 g de acido acético glacial + 100 ml EDTA 0,5M (pH
8). Se lleva hasta 1 litro con agua MiliQ) y se almacena en botellas de vidrio am-
bar a temperatura ambiente.

Tampon TBE 5x (volumen 11)

54 g de Tris base +27,5 g de acido bérico +20 m1 0.5 M EDTA 0,5M (pH 8).

Se lleva hasta 1 litro con agua MiliQ y se ajusta a pH 8 con HCI. Se conservan

en botellas cubiertas de papel de aluminio en la nevera.
EDTA 0,5M (pH 8)

Se mezclan bien 186,1 g Tri-triplex III + 900 ml agua MiliQ) y se ajusta a pH 8

con NaOH. Finalmente, se llevaa 1 L con mas agua MiliQ) y se autoclava.
Marcadores moleculares

Se emplea una proporcion 2 (patron de peso molecular): 2 (agua miliQ), 1

(tampon de carga).
Tampon de carga

A un volumen x de agua miliQ se le anade 20% Ficoll + 0.25% azul de bromo-
fenol (rapido) y/o xilenocianol (lento), que son colorantes que ayudan a ver
como transcurre la electroforesis. Segun el tamano del fragmento esperado,

Se usara uno u otro.
Por ejemplo, para 10 ml, se necesitan 2 g de Ficoll y 25 mg de colorante. Si el

fragmento es pequeno, se desplazara rapido, por lo que se deberia usar xile-

nocianol para que no oculte las bandas.
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Medio LB o Luria-Bertani (volumen 11)

A 1 litro de agua MiliQ) se anaden 5 g de extracto de levadura + 10 g de bacto-
triptona + 5 g de NaCl. Se ajusta a pH 7 y se autoclava a 120°C durante 20 mi-

nutos.

Para medios LB solidos, se anaden 15 g de agar bacteriolégico antes de auto-
clavar. Normalmente, al enfriar, alrededor de los 50°C, se agregan 100 pl de

ampicilina por cada 100 ml de medio.
Ampicilina

Es un antibiético selectivo que se emplea en el cultivo de bacterias para evitar
el crecimiento de determinadas colonias. El vector que se usa en la clonacion
presenta el gen Amp” (Figura 30), que confiere resistencia a las células frente
este antibiotico. Se prepara, a una concentracion de 100 mg/ml en agua Mi-
1iQ, y se esteriliza por filtracion (0,2 pm). Se preparan alicuotas de 1 ml y se
mantiene congelado a —20°C. Para su uso, se descongela y anade al medio LB

después de autoclavar.
Medio de cultivo SOC (volumen 20 ml)

0,4 g de bactotriptona + 0,1 g de extracto de levadura + 0,2 ml de NaCl 1M +
0,05 ml de KCl 1M + 17 ml de agua MiliQ. Se autoclava y se anaden 0,2 ml de
solucion de Mg+2 2M y 0,2 ml de glucosa 2M. La esterilizacion se realiza por

filtrado de 0,2 pm. Esta mezcla se lleva a 20 ml con agua MiliQ.
Medio de cultivo SOB (volumen 20 ml)
0,4 g de bactotriptona + 0,1 g de extracto de levadura + 0,2 ml de NaCl 1M +

0,05 ml de KCI 1M y se lleva hasta 20 ml con agua MiliQ. Se deja enfriar y se
anaden 0,2 ml de Mg?* 2M.
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Solucion Stock IPTG 0.1 M

Para un volumen de 50 ml, se anaden 1,2 g de IPTG en agua MiliQ). Se homo-
geneiza bien con el vortex y, a continuacion, se filtra a través de un filtro de

0,2 pm de poro. Finalmente, se almacena en la nevera a 4°C.
Solucion X-Gal

Se disuelven 100 mg de X-Gal en 2 ml de N,N-dimetilformamida. Se mezcla
bien, se filtra la solucion a 0,2 pm y se cubre el tubo con papel de aluminio,

para evitar la luz directa. Se congela a -20°C.
Diluciones de etanol

Para obtener las distintas concentraciones de etanol que se necesitan a lo lar-
go de toda la investigacion, se parte de etanol al 100% o al 96%, que se diluye
con la cantidad correspondiente de agua MiliQ. La dilucion de alcoholes se

lleva a cabo conforme a la tabla de Gay-Lussac (Gabe, 1968).

Tabla 3. Tabla de Gay-Lussac para la dilucion de alcohol (Gabe, 1968).

Alcohol Alcohol que se diluye

que se
obtiene | 10000 9900 9800 97,00 9600 9500 9400 9300 92,00

95,00 6,50 5,15 3,83 2,53 1,25

90,00 1325 11,83 1043 9,07 7,73 6,41 5,10 3,80 2,54
8500 2054 1905 1758 1615 1473 1333 11,96 10,59 9,24
80,00 | 2859 2701 2547 2395 2245 2095 1949 1804 16,61
7500 3758 3590 3428 3267 31,08 2952 2797 2643 24,94
70,00 4775 4598 4425 4254 4085 3918 3763 3589 3427
6500 5937 5749 5563 5381 5200 5022 4845 46,70 44,85
6000, 7282 70,80 6880 6585 6492 6300 6110 5921 57,33

55,00 | 8860 8642 8428 8216 80,06 7799 7593 7388 71,85
continua...
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Alcohol | Tabla 3 (continuacion) Alcohol que se diluye

que se
obtiene | 100,00 99,00 9800 97,00 9600 9500 9400 9300 92,00

50,00 | 107,44 105,08 102,76 100,44 9815 9589 9364 9141 8919
45,00 | 130,26 127,67 12511 122,57 120,06 117,57 11509 112,64 110,18
40,00 | 158,56 155,68 152,84 150,02 14722 14446 141,70 13895 136,23
3500 | 19463 191,39 188,19 18501 181,85 17871 17560 172,49 169,39
30,00 | 24238 238,67 23499 23133 227,70 22408 22049 21690 213,33
25,00 | 30890 304,52 300,18 29586 291,56 287,28 283,02 278,77 274,53
20,00 | 408,50 403,13 397,79 392,47 38717 381,90 37664 371,40 366,16
15,00 | 574,75 567,43 560,53 55365 546,59 539,66 532,74 52583 518,94
10,00 | 907,09 896,73 886,40 876,10 865,15 856555 84531 83508 824,86

Modo de usar la tabla: se busca en la cabecera de la tabla el grado del alcohol que vamos a diluir y, en la
primera columna vertical, el del alcohol que deseamos obtener; el nimero que corresponde al cruce de
estas dos lineas indica la cantidad de agua, en centimetros cubicos, que es preciso afiadir a 100 centime-
tros cubicos del alcohol que vamos a diluir.

3.3. Clonacion, secuenciacion y caracterizacion

3.3.1. Muestras

Para la obtencion de las secuencias mdrl y mdr2, se recogieron un grupo de
mejillones (Mytilus galloprovincialis, Lamarck, 1819) de una batea de las rias
gallegas, concretamente de la ria de Ares-Betanzos, el 21 de junio de 2007. Las
muestras fueron proporcionadas por el INTECMAR (Instituto Tecnoloxico
para o Control do Medio Marino de Galicia. Xunta de Galicia. Conselleria do
Medio Rural e do Mar). Los individuos obtenidos fueron diseccionados y se
les extrajo una muestra de manto, que se traté con RNAlater® para una mejor
conservacion del RNA. Se utiliza debido a que, al morir el animal, tiene lugar
una autolisis celular en los tejidos por accion de enzimas endogenas, como las

RNAasas que actuan degradando el RNA.
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Se cortaron unos trozos del tejido recién extraido con un grosor de, aproxi-
madamente, 5 mm, a los que les fueron anadidos de 5 a 10 volimenes del
reactivo en tubos Eppendorf. Se dejaron las muestras en la nevera a 4°C hasta
que el reactivo penetro bien, lo que dependia del tipo y tamano de la muestra,
aunque normalmente tarda un dia. Una vez que el tejido quedo fijado, el so-
brenadante fue eliminado y las muestras conservadas en un congelador a

-20°C 0 -80°C.

Se ha de tener en cuenta también la presencia de RNAasas ambientales, que
se localizan por las superficies de los lugares en los que se lleva a cabo el traba-
jo y en las herramientas que se utilizan. Debido a esto, es aconsejable realizar
una limpieza con el kit RNAZap™ para inactivar las enzimas. Se aplica directa-
mente sobre las superficies y aparatos que se vayan a usar y se limpia a conti-

nuacion con agua destilada.

También es recomendable el uso de DNAZap™ para la prevencion de contami-
nacion por DNA en la PCR, degradando posibles RNA y DNA contaminantes
de todo tipo de superficies. Se aplica la solucion 1 sobre la superficie a limpiar
y, sobre ella, la solucion 2. Dejamos actuar por unos minutos y limpiamos con

un papel. Luego se aclara con agua destilada y se seca bien.

3.3.2. Extraccion del RNA Total

Se parti6 de una cantidad aproximada de 20 mg de manto para el aislamiento
del RNA Total. El kit empleado para la extraccién fue NucleoSpin® RNA II kit
(Macherey-Nagel). Primero se homogeneizé la muestra en aproximadamente
350 pl de tampon RAL + 3.5 pl de B-mercaptoetanol; a continuacion, se filtro
el lisado obtenido, con una centrifugaciéon de 1 minuto a 11.000 g. La solu-
cion que se obtuvo se mezclé con 350 pl de etanol 70% vy se pasé a la columna
del kit que tiene una membrana de silice, donde se deberia unir el RNA. Se
centrifugo 30 s y se anadieron 350 pl de tampon MDB membrane desalting buffer,
para una posterior centrifugacion, y tras ella se volvié a hacer otra, durante 1

minuto, para retirar posibles restos de los tampones.
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Después, se llevo a cabo una digestion del DNA, durante 15 minutos con 45 pl
de rDNase reconstituida. Tras esto, se realizaron varios lavados con el fin de
eliminar sales, metabolitos y componentes celulares macromoleculares. El pri-
mero, con 200 pl de tampon RA2, y después dos lavados mas con RA3, al que
previamente se le anadio el etanol 100% indicado, de 600 ply 250 pl. Para los
lavados, se empleo la centrifuga a 11.000 g con ciclos de 30 s, excepto en el ul-
timo que fue de 1 minuto y una centrifugacion adicional de 2 minutos para
eliminar posibles restos. Finalmente, se hizo una elucion en condiciones de
baja fuerza ionica en agua libre de RNasas que libera el RNA de la membrana.
Se diluy6 por dos veces, aplicando 30 pl en el filtro y recogiendo la disolucion,

con centrifugaciones de 1 minuto.

Una precipitacion selectiva del RNA, para eliminar el DNA que pudiera que-
dar, se llevé a cabo, usando medio volumen de cloruro de litio 7,5 M, que se
dejo actuando durante media hora a -20°C. Tras esto, se anadieron 500 pl de
etanol al 75% y se centrifug6 a 4°C durante 15 minutos al maximo. E1 RNA de-
beria quedar pegado a la pared del tubo, con lo que fue retirado todo el liqui-
do y finalmente se diluy6é en 50 pl de RNA Storage Solution (Ambion), para una

mejor conservacion.

Por si todavia quedara algtun resto de contaminacion de DNA, se llev6 a cabo
un tratamiento con TURBO DNA-free™ (Ambion). Este reactivo utiliza DNasa I
que permite la digestion del DNA residual. Se anadieron 0,1 volimenes de
10X Turbo DNase Buffer y 1pl de Turbo DNase. Se homogeneizé e incub6 en
el termociclador a 37°C durante 20-30 minutos. A continuacién, se pusieron
0,1 volumenes del reactivo de inactivacion de la DNasa, previamente resus-
pendido. Se mezcl6 bien y se incub6 5 minutos a temperatura ambiente
(<22°C), mezclando un par de veces. Finalmente, se centrifug6 a 10.000 g du-
rante 1 minuto y medio y se recupero el sobrenadante con el RNA en nuevos

tubos.
La calidad y concentracion final de RNA se verifico utilizando el espectrofoto-

metro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). Si la disolucion obtenida no pre-

sentaba contaminaciéon por DNA o proteinas, la relacion de las absorbancias
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obtenidas a longitudes de onda de 260/280 nm deberian ser mayores a 1,7,
siendo aconsejable que estén comprendidas entre 1,8y 2,2, mientras que la re-

lacion 260/230 nm deberia ser mayor que 1,6.
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Figura 22: Nanodrop 1000 y gréfica generada en la medicion de una muestra de RNA.

La integridad de las muestras se comprobé con una electroforesis en un gel
desnaturalizante de agarosa al 1% en tampo6n TBE, donde se pudo observar si
habia algun tipo de degradacion del RNA. Para ello, segun la concentracion
de la que se partiera, se mezclaron entre 1y 2 pl de RNA con un volumen
igual de Glyoxal Load Dye (Ambion) y se completaron con agua DEPC hasta 10
pl. Se hizo lo mismo con un marcador molecular para poder calcular el tama-

no de los fragmentos obtenidos y se incubaron durante media hora a 50°C.

Tras esto, se hace la electroforesis con todo el material bien limpio y tratado
con RNase ZAP. Para una buena calidad, el gel deberia mostrar una banda
marcada correspondiente al RNA ribosomal 18S, que no se vea difuminada ni
presente ningun tipo de mancha o smears. Las especies protéstomas, como el
mejillon, generalmente no presentan la banda que representaria al RNA ribo-
somal 28S. Esto es resultado del fenémeno hidden break, que, bajo condiciones

desnaturalizantes, provoca la ruptura de la molécula en dos subunidades de
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igual tamano y la banda 18S se hace mas evidente, ya que las dos mitades del
RNA 28S se superponen con ella, debido a que tienen una movilidad electro-
forética similar a la fraccion 18S (Fujiwara & Ishikawa, 1986). Se pueden ob-
servar ejemplos de este fenomeno en las fotografias de los geles desnaturali-
zantes realizados en esta investigacion (Anexo 8.4. Medidas, geles y grdficas de la
RT-qPCR).

Finalmente, las muestras de RNA se almacenaron, para una mejor conserva-

cion, en un congelador a -80°C.

3.3.3. Sintests de cDNA

Para obtener las secuencias completas de cDNA que codifica para las protei-
nas MDR se us6 la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa o “PCR” y
una variacion de esta, conocida como RACE PCR Rapid Amplication of cDNA
Ends, complementada por la Nested PCR o PCR anidada. Por esta causa, se han

de sintetizar dos tipos de cDNA, uno para cada tipo de reaccion.

Para las sintesis de cDNA por transcripcion inversa, se utilizo el kit SupersS-
cript™ 111 First-Strand Synthesis System for R1-PCR de Invitrogen. La reaccion se
genero en un volumen final de 20 pl, que se obtiene en dos fases. Se parti6 de
2 pg RNA + 1 pl de hexameros aleatorios + 1 pl ANTP 10 mM + agua, hasta
completar los 10 pl. Esto se puso cinco minutos a 65°C y un minuto en hielo,
mientras que, por otro lado, se mezcl6 2 pl 10X RT buffer + 4 pl MgCly 25 mM
+2pl DTT 0,1 M + 1 pl RNaseOUT + 1 pl SuperSeript III RT. Se unieron las dos
preparaciones y la reaccion se introdujo en el termociclador, con el siguiente
programa: 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 50°C y 5 minutos a 85°C. A conti-
nuacion, se anadio6 1 pl de RNase Hy se incubé todo a 37°C durante veinte mi-
nutos. Una vez finalizado, el cDNA estaba listo para usar o almacenar a-20°C o
-80°C.

Para completar la secuencia hacia los extremos 3’ y 5°, fue necesario sintetizar

un cDNA especifico. Para ello se uso el kit SMARTer RACE ¢cDNA Amplification

Kit (Clontech), siguiendo el protocolo del fabricante. Para hacer la sintesis, se
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emplearon unos oligonucleotidos modificados: 3-CDS RACE primer-A, para el
cDNA que se us6 en la posterior RACE 3°, y 5-CDS RACE primer para la RACE
5’. Son necesarios para que el SMART II A Oligo se ancle en el extremo 5’ y,
cuando actde la transcriptasa inversa, también transcriba esa secuencia, que
sera complementaria del cebador usado en la reaccion de RACE PCR, el UPM
(Universal Primer Mix). Para la sintesis de cDNA para la RACE 3’, el fragmento
para la hibridacén del UPM esta unido al extremo 3’ del 3-CDS RACE pri-
mer-A, quedando libre a modo de cola, por lo que no es necesaria su transcrip-

cion (Anexo 8.1. Esquemas de los protocolos).

Dependiendo de la concentracion de la solucion de RNA, se parti6 de entre 1
y 3 pl. Ala reaccion se le anadi6 1 pl del 3-CDS primer-A o del 5-CDS RACE pri-
mer, dependiendo de la cadena que qusieramos sintetizar. Para RACE 5’ tam-
bién se anadio6 1 pl del SMART II A oligo. En caso necesario, la mezcla se com-
plet6 llevandola a 5 pl con agua MiliQ estéril. Esta reaccion se incub6 a 70°C
durante 2 minutos y, a continuacion, se introdujo en hielo durante otros 2 mi-

nutos.

En otro tubo, se prepar6 una segunda mezcla compuesta por 1 pl de dNTP mix
(10 mM de cada uno), 1 pl de DTT (20 mM), 2 pl de 5x First Strand Buffery 1
pl de transcriptasa inversa. Esto se anadio a la reaccion que se prepar6 previa-
mente y se incub6 a 42°C durante hora y media en el termociclador. La reac-
cion obtenida se diluy6 en 25 pl de tampon tricina-EDTA y finalmente se man-
tuvo durante 7 minutos a 72°C. E1 cDNA que se obtuvo ya servia para ser

utilizado o conservado en un congelador de -20°C o -80°C.

3.3.4. Diseno de cebadores

Para confirmar la presencia del cDNA que codifica para la proteina MDR en
el mejillon Mytilus galloprovincialis, se prepar6 una reaccion inicial donde se
usaron los cebadores disenados por Franzelliti & Fabri en 2006. Se esperaba
obtener un fragmento de un tamano aproximado de 381 pb vy, partiendo de

esta secuencia inicial, se disenaron nuevos cebadores para dirigirse hacia los
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extremos de la proteina y tratar de obtener su secuencia completa por reac-
ciones de RACE PCR.

A partir de los fragmentos obtenidos y comparandolos con las bases de datos,
una nueva secuencia parcial de una proteina MDR en M. galloprovincialis fue
hallada con nimero de acceso ABO36618. Partiendo de ella y con el diseno
de nuevos cebadores, se trat6 de amplificar la cadena completa de cDNA de la

nueva ABCB, que designaremos como mdr2.

Para obtener la secuencia completa, hicieron falta reacciones de RACE PCR,
para avanzar hacia los extremos, y PCRs normales para obtener mas clones,
con el fin de confirmar y hacer mas robustos algunos fragmentos. Se ha de te-
ner en cuenta que, para el diseno de oligos, los de RACE tienen caracteristicas
diferentes a los de las PCRs convencionales. LLos de RACE son mas grandes, de
23 a 28 nucleotidos (mientras que los de PCR estaran entre 18 y 24), por lo
que, al ser mayores, la temperatura de fusion suele ser mas elevada. En gene-
ral, en el extremo 3’, el nucleotido presente deberia ser G o C (GC clamp) y no
presentar mas de 3 guaninas o citosinas en las 5 ultimas posiciones. Ademas,
no han de formar homodimeros con él mismo, ni heterodimeros con los otros

cebadores que pueda haber en la reaccion.

Para el diseno de los cebadores y comprobar que cumplian las caracteristicas
anteriormente citadas, se uso el programa, http://eu.idtdna.com/analy-
zer/Applications/OligoAnalyzer/, (OligoAnalyzer 3.1), con las siguientes
condiciones para realizar los calculos: oligos = 0,2 pM; [Na*] = 50 mM; [Mg+2]
= 3,6 mM; dNTPs = 0,8 mM. También se utiliz6 la herramienta bioinformatica
Primer3Plus, que sirve para facilitar la localizacion de cebadores con determi-
nadas caracteristicas dentro de la secuencia (http://www.bioinforma-

tics.nl/ cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/).
Los cebadores elegidos para obtener las secuencias de las proteinas MDR fue-

ron sintetizados por la empresa Thermo (Alemania). EI nombre designado, la

secuencia, el tipo de reaccion para el que se utilizaron, el tamano del frag-
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mento obtenido y la temperatura de anillado empleado, se pueden consultar

en las Tablas 4a (mdrl), a continuacion, y 4b (mdr2), en la pagina siguiente:

Tabla 4a. Oligonucledtidos especificos para la amplificacion por PCR de mar? en Mytilus galloprovincialis.

T*de
Nombre Cebador 5-3’ Objetivo Amplicon | anillado
enla PCR

MDR1F CAGAGGTTCTATGACCCAGATGCAG oo
Amplificacion 381 pb 54 5°C

MDRIR  GTTCTCACTCTCAGAGTCTAATGCAG PCR

MDR1F2 CCATTGCCAGAGCTTTGATYAGAGACCC JRace PCR 1067 pb 65°C
MDR1R2 CTGYCCTCCYGATAACTGAGCTCCAYGC 5Race PCR 1830 pb 65°C

MDRMgFw  GTAGCAGCCCTGGTTATAGC JRacePCR  1463pb  64.9°C
h"e[;?egg,d GTAGAAAGTGGTAGACACCAGACTC JRacePCR 217 pb 65°C

3.3.5. Obtencion de fragmentos de cDNA que codifican para protei-
nas MDR, por PCR y “rapid amplification of cDNA ends” o RACE
PCR

La reaccion en cadena de polimerasa (PCR) es un método desarrollado por el
Dr. Kary Mullis en 1983. Permite la amplificacion exponencial de secuencias a
partir de una molécula de DNA (Mullis, 1990). La PCR implica la utilizacion
de un par de cebadores, cada una de unos 20 nucleotidos de longitud, que
son complementarios a una secuencia definida en cada hebra del DNA. Estos
cebadores se extienden por la accion de una DNA polimerasa, de modo que

se hace una copia de la secuencia designada.

Después de hacer esta copia, los mismos cebadores vuelven a ser utilizados, no
solo para hacer otra copia de la cadena de DNA de entrada, sino también de
la copia que hizo en la primera ronda de la sintesis, conduciendo asi a una

amplificacion exponencial.

La mezcla de PCR que se preparé incluia: una polimerasa termoestable, como

la Taq polimerasa; cebadores especificos para el gen de interés; desoxinucleo-

81



3. Materiales y métodos

3099 dg 165 4Jd 89eY.E 9LVOL1VIYVLI9IVYIIVLIILIIV 4,64 Ul4 cdain
099 7 M4 89eY U0 Y)d UQIIBIIY| ALY JVIOVIVIVIVYYOVLLIIVID Ad cownin c4ain
0085 7 M4 L M4 £80BY U0D Y d UOIFBall|duly 9119911919131¥99¥099 ¢Nd cHaIN
2085 7 M4 8| M4 £80eY U0D YJd UOIdBaLl|duy 01v9913919101919v0391 Id ¢ddiN
0,66 99 049 oD RIS RINRRINRINALY Nd 14 ¢ddiN
09vI309Y99IVIVIVILIDL M4 14 CHAIN
00 95-0G 4 £ HeIS U0d Y9d UgIaealyl|duy YOOVLLYIVYYIIY9IIL9ILI Y 14D ZHan
099 dq 2ol 4Jd 99eH.E YIVIYOVYLIDLOVYYIIIVI M4 14D Z4an
0085 g L1l A ZOW|N U03 Y9d U9IoedIy|duy VOVOOVLLLIODIIVIOOVIILLLIOLD ¥ M4 E39eY cHAN
0055 dg 8S1I-0204 CAYR LAY U0 YO UQIoeal|dwy VOLLI9IVOOL109LIVIOIVYOILI99L € M4 .E30eY CHAIN
2099 dg G2y d40d 9%BY.E J0991VV9LJ01J9IVVYLYLLIIL ¢ M4 E39eY cHAIN
0056/2059 da 6¢)-1911/dg 068 AR LAY U0D YO d UQIOBI WY /4Dd B0BY.E  YOOYYYYIYYIOYIVYOYIOOYYIVY | M4.E90eY YA
J099-0G dg o621 AY 14D U0d YJd UOIFea Ll duly 1Y999LLIVLIVYIVIIYYIVIIIL 4.694 MeIS ¢HAN
ocw_m_u_n___w_mmw uoarduwy 0ABIg0 £-G 10pegan 2JqQWON

"SIfBIauIN0.do)1e0 SnyiApy us zipw ap Y9)d 1od ugiordijijdue e| eied Sod1jj9ada sopiosjonuobiiQ ‘qy ejqeL

82



3. Materiales y métodos

tidos trifosfato y un tampon adecuado. El cDNA se desnaturaliza alrededor de
los 94°C, de modo que las dos hebras se separan. A continuacion, la muestra
se enfria entre 50 y 60°C, aproximadamente, y los cebadores especificos son
unidos por complementariedad a un sitio en cada hebra. Luego, se eleva la
temperatura a 72°C y la polimerasa termoestable Taq extiende el DNA entre

los cebadores.

4tociclo
Fragmento buscado P
éer ciclo] C— Ampliacién exponencial
= (2dociclo
Terciclo R » Ciclo 35
Molde de DNA —_— —

Figura 23. Estrategia de amplificacion por PCR, los fragmentos se amplifican de forma exponencial (mo-
dificado a partir de Vierstraete, 2001).

El DNA complementario obtenido se us6 como molde para la amplificacion de
los distintos fragmentos esperados, segun los cebadores usados. Las reacciones
fueron realizadas en un volumen final de 50 pl que contenia 2 pl cDNA (de alre-
dedor de 1 pg/ pl) + 1 pl de cada uno de los cebadores empleados a una concen-
tracion final 0,2 pM, a los que se anadi6é una mezcla de 1 pl ANTP (10 mM cada
uno) + 5 pl 10X HotMaster™1aq Buffer + 0,2 pl (1 unidad) HotMasterTaq DNA Poly-
merase (Eppendorf) + 39 pl de agua. La reaccion se llevo a cabo en un termocicla-
dor Biometra con una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 minutos, segui-
dos de 35 ciclos con una desnaturalizacion a 94°C de 30 s, un anillado (unién de

los cebadores a la secuencia) de otros 30 s, con una temperatura variable segtin el
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cebador que se use (T* indicada en la Tabla 4) y una extension a 72°C, cuya dura-
cion dependia del tamano esperado de cada fragmento (1 minuto por cada kilo-
base). Se hizo un ultimo paso de extension a 72°C durante 2 minutos. En algunas
ocasiones, fue necesario utilizar mas ciclos de PCR para conseguir mayor canti-

dad de producto y que fuesen visibles en los geles de agarosa.
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Figura 24. Proceso de amplificacion en cada ciclo de PCR.

Partiendo de los fragmentos iniciales obtenidos de los cDNA que codifican
para las proteinas MDRI y MDR2, se obtuvo la secuencia completa mediante
RACE PCR en sentido 3’ y 5°, usando el kit SMARTer RACE ¢cDNA Amplification
(Clontech). Para estas reacciones, en cualquiera de los sentidos, se utilizan los
mismos compuestos. Solo se ha de cambiar el cDNA que se ha obtenido espe-
cificamente para cada sentido y los cebadores especificos apropiados para

cada caso.

Se preparo6 la siguiente mezcla: 2,5 pl de cDNA 3’ 0 5’ (aproximadamente 1
pg/pl)+ 5 pl del cebador + 41,5 pl de Mix compuesto por 34,5 pl de agua mi-
1iQ + 5 pl de 10X Advance PCR Buffer + 1 pl de ANTP mix (10 mM) + 1 pl de
50X polimerase mix. La amplificacion se realizé en un termociclador Biome-

tra, de forma similar a la PCR convencional. El programa que se utilizo6 fue el
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siguiente: 2 minutos a 94°C, seguidos por 35 ciclos de amplificacién, con una
desnaturalizacion de 94°C x 30 s, una temperatura de anillado que variaba en-
tre 55-65°C durante 30 s, dependiendo del cebador empleado, y la extension
igual a la usada en la PCR convencional. Se hizo una extension final de 72°C

durante 3 minutos.

En algunas ocasiones, el resultado obtenido en la RACE PCR no era el espera-
do, obteniéndose productos que, tras correrlos en la electroforesis, se observa-
ban en el gel de agarosa mds bandas de las deseadas o bandas difuminadas
dando un smear. Para resolver esto y con el fin de aumentar la sensibilidad de
las reacciones, se utilizo la PCR anidada o Nested PCR. Se basa en realizar una
primera reaccion de amplificacion y, sobre el producto obtenido, se utilizan
unos cebadores mas internos; es decir, que estén localizados en la secuencia
del fragmento que amplificamos en un inicio. El cebador mas interno, para el
UPM, sera el NUP.

En todas las reacciones de PCR se hicieron controles, uno de ellos sin cDNA,
para comprobar que no existian contaminaciones externas y, por lo tanto, no
se deberia de originar ningin producto. También se hicieron controles usan-
do solo uno de los cebadores, para ver si podia provocar la amplificacion de

algtin producto, lo que valdria para descartarlo en la reaccion principal.

3.3.6. Electroforesis de los productos de amplificacion y purificacion

de las bandas obtenidas

Después de los ciclos de sintesis de cDNA, los productos de reaccion fueron
analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1%, tinéndolos con bromuro
de etidio. El equipo de electroforesis se puede observar en la fotografia de la

pagina siguiente.

Para realizar la carga en los pocillos del gel, las muestras se mezclaron previa-
mente con un tampon de carga en relacion 1:10. Para la electroforesis, se ha
de procurar no sobrepasar los 5V de voltaje por centimetro de distancia entre

el catodo y el anodo, con el fin de evitar que el DNA se desnaturalice por un
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Figura 25. Equipo de electroforesis: a) fuente de alimentacion; b) cubeta; ¢) bandeja; d) peine; €) cinta
para cerrar la bandeja y hacer el gel de agarosa.

calentamiento excesivo. Se usan distintos marcadores moleculares para calcu-
lar el tamano de los fragmentos, debido a que muestran un patrén de bandas
de tamanos conocidos, como se puede ver en la Figura 26, de la pagina si-

guiente.

Los fragmentos de PCR esperados fueron cortados con una cuchilla, mientras
se observaban con un transiluminador de luz ultravioleta, con la debida pro-
teccion de unas gafas de metacrilato, bata y guantes. El bromuro de etidio es
un agente intercalante, que tiene una alta afinidad para unirse a los acidos nu-
cléicos de doble cadena, y bajo luz ultavioleta es excitado, lo que permite que

los fragmentos obtenidos se vean a simple vista.
También se pudo fotografiar el gel mediante una camara conectada a un or-

denador con el software apropiado (/mage Reader LAS-3000 V2.2. Fujifilm), con

el fin de observar el patrén de bandas obtenidas y poder conservar la imagen.
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Figura 27. A) Transiluminador para ver los geles de agarosa
con luz ultravioleta.B) Analizador de imagenes LAS-3000
V2.2. Cdmara acoplada a un ordenador, con un software para
hacer fotografas de l0s geles.

Este tipo de gel de agarosa, para el analisis de los productos obtenidos, no per-
mite la cuantificacion exacta, puesto que el bromuro de etidio es poco sensi-
ble y cuando una banda es detectable, generalmente la fase exponencial de

amplificacion ya ha sido alcanzada.

Para separar y purificar el DNA del gel de agarosa, se uso6 el kit comercial Nu-
cleo Spin Extract II. Antes de nada, se pesaron las bandas que se cortaron vy, se-
gun la concentracion a la que se prepar6 el gel de agarosa, se anadi6 el tam-
pon QG (200 pul de buffer NT por cada 100 mg de gel al 1 %; si fuera al 2 %,
duplicariamos el volumen de tampoén). A continuacion, la mezcla se introdujo
en la incubadora durante 10 minutos a 50°C, con agitacion, para favorecer la
total disolucion del gel. Se pas6 el contenido del tubo a una columna con
tubo colector, mediante una centrifugacion a 11.000 g durante 1 minuto. La
mezcla atravesé la membrana de la columna, a la que el DNA deberia de unir-

se por afinidad.

Se descart6 el sobrenadante y la columna se volvio a colocar en el mismo tubo
colector, para hacer un lavado con 700 pl del tampé6n NT3 (al que se le anadi6

etanol previamente) y una posterior centrifugacion de 11.000 g durante un
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minuto. Se volvio a centrifugar otros dos minutos, para un buen secado de la
membrana, y a continuacion se pasaron las columnas a tubos Eppendorflim-
pios, a los que se les anadi6 15 pl de agua MiliQ) estéril o de “Buffer NE” (5
mM Tris/HCI, pH 5) sobre la membrana, la cual qued6 actuando un minuto,
ya que estos liquidos rompen por cambio de pH los enlaces que habia entre el
DNA y el filtro. Tras una nueva centrifugacion, se recogio la disolucion con el
DNA, repitiéndose la operacion con otros 10 pl, para obtener un volumen su-
ficiente. La concentracion y pureza se midieron por espectrofotometria UV
con el Nanodrop 1000 spectrophotometer, esperando ver un solo pico en el croma-
tograma, que corresponderia a un solo producto (Figura 22). La disolucion ya

podria ser utilizada o conservada a —20°C para su posterior uso.

3.3.7. Clonacion de los productos de PCR purificados

A partir del producto de PCR purificado del gel de agarosa, se llevo a cabo la
clonacion del fragmento. Se comenzo con una reaccion de ligacion entre el
vector y el inserto, con el kit pGEM® -T Easy Vector System (Promega). La reac-
cion constaba de 5 pl 2x Rapid ligation buffer + 1 pl pGEM-T easy vector + 1 pl
Enzima T4 DNA ligasa + hasta 3 pl de producto de PCR a ligar + agua MiliQ
estéril hasta alcanzar los 10 pl. Se mezclaron bien todos los reactivos y se deja-
ron a 4°C en una nevera incubando toda la noche para obtener el rendimien-

to maximo de ligacion.

Al dia siguiente, se realiz6 la transformacion de células competentes de Esche-
richia coli de la cepa JM109, con las muestras de plasmido con el inserto ligado.
El objetivo era introducir el plasmido con el inserto en un organismo hospe-
dador con capacidad de replicarlo, para obtener un elevado nimero de co-

pias del fragmento.

Para ello, se partieron de 2 pl de cada reaccion de ligacion, que se deposita-
ron en tubos de ensayo de poliestireno estériles y se mantuvieron en hielo. A
su vez, se descongelaron lentamente las células competentes (que se conserva-
ban congeladas a -80°C) y se transfirieron 50 pl a cada tubo. Se mezclaron sua-

vemente y se dejaron en hielo durante 30 minutos. A continuacion, se aplico
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un shock térmico, introduciéndolas en un bano de agua a 42°C durante 60 s, y

se volvieron a poner de nuevo en el hielo dos minutos.

En este punto, las células ya se transformaron, incorporando los productos de
ligacion. Entonces se anadi6 1 ml de medio SOC y se incub6 durante 60-90
minutos a 37°C con una agitacién de 200 revoluciones por minuto. Esto se
hace para favorecer el desarrollo de mas bacterias y que con el movimiento se
evita que se depositen unas sobre otras, lo que crearia condiciones de anoxia y

la muerte de algunas colonias.

Figura 28. Incubadora con agitador para el cultivo y crecimiento de bacterias recombinantes.

Mientras van aumentando el nimero de bacterias, se prepararon dos placas
Petri con medio LB + ampicilina por cada reaccion de ligaciéon que se iban a
hacer. A estas se les anadié una mezcla de 62,5 pl de X-Gal al 2% y 12,5 pl de
IPTG 100 mM, que se repartié bien por toda la placa con un asa de siembra y

se dejo secar durante 30 minutos a 37°C.
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La solucion con las células cultivadas en SOC, contenidas en los tubos de ensa-
yo de plastico, se concentro, centrifugandolas a 1.000 g durante 10 minutos, y
se retiraron alrededor de 900 pl del medio de cultivo. El producto restante se
resuspendio suavemente con unos 200 pl de SOC nuevo. Esto fue repartido
en las placas de LB + ampicilina + IPTG + X-Gal, aproximadamente 100 pl de
la solucion de SOC con las bacterias transformadas, para tener duplicados de
cada placa por si alguna salia mal. Las placas con el cultivo se incubaron toda
la noche a 37°C.

Al dia siguiente, se pudo observar el crecimiento de distintas colonias, debido
a las caracteristicas del vector de clonacion. Se pueden distinguir las bacterias
transformadas, que poseen el inserto, de aquellas que no lo han hecho. Las
colonias que no contienen el inserto se ven de color azul, mientras que las co-
lonias de color blanco han integrado correctamente el fragmento (véase la Fi-

gura 29).

Figura 29. Placa de cultivo de LB con ampicilina, IPTG y X-Gal, para realizar una determinacion de las
colonias con el inserto (blancas), frente a las que no lo tienen (azules).
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Esto es debido a los reactivos que se usaron en la placa de LB. El objetivo es
discriminar entre aquellas colonias con actividad B-galactosidasa. El IPTG se
usa para inducir la expresion del gen LacZ (que cataliza la reaccion de hidroli-
sis de la lactosa), mientras que el X-gal es un analogo de la lactosa, por lo que
sirve de sustrato para la B-galactosidasa, de modo que, al ser hidrolizado, for-
ma precipitados azules. El vector pGEM®-T Easy presenta el gen LacZy la liga-
cion de los insertos se produce a este nivel del vector (Figura 30). Las colonias
azules corresponden a células transformadas con el vector, pero sin el inserto.
Por eso presentan el gen de la B-qalactosidasa funcional y, por tanto, que me-
taboliza los sustratos X-Gal e IPTG, dando lugar a un precipitado de color
azul. Si la ligacion sale correctamente y hay insercion del fragmento de DNA
dentro del plasmido, el gen de la B-galactosidasa no es funcional, por lo que

las colonias seran blancas.

Xmnl 2009 1
17 1 start
[ =]

. Aatll 20

f1 ori Sphl 26
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Ncol 37
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Figura 30: Mapa del Vector pGEM®-T Easy. Ori: origen de replicacion; Amp’: gen de resistencia a la am-
picilina; /acZ: gen que cataliza la actividad B-galactosidasa; y un sitio de multiclonaje con varias dianas de
restriccion para diferentes enzimas (Promega Corporation).

A continuacion, se aislaron algunas colonias que en principio contenian el in-

serto. Para ello, se seleccionaron aquellas de interés, recogiéndolas con un pa-
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lillo estéril para sembrarlas en medio LB liquido con ampicilina. Previamente,
se preparon unos tubos de ensayo de cristal esterlizados con 3 ml del medio, a
los que se les introdujo la colonia seleccionada, y se incubaron a 37°C con agi-
tacion de 200 rpm durante toda la noche. Al dia siguiente, se comprobo si ha-
bia crecimiento bacteriano en los cultivos, observando si los medios estaban

mas turbios.

3.3.8. Minipreps de las bacterias recombinantes

Partiendo de los cultivos en medio LB liquido de bacterias replicadas con el
fragmento insertado, se procede a la recuperacion del plasmido con el kit
GenElute™Plasmid Miniprep (Sigma). Este protocolo, utiliza el método de la li-
sis alcalina de las bacterias (que se basa en la precipitacion diferencial de DNA
plasmidico y genémico, tras su desnaturalizacion a alto pH) y una posterior

adhesion del DNA a una membrana de silice.

Lo primero que se hizo fue concentrar las bacterias que habian crecido me-
diante una centrifugacion de 14.000 g durante 1 minuto. Para ello, se pasaron
1,5 ml a tubos Eppendorfpara poder centrifugarlos y se recolectaron las células
en el fondo, retirando el medio por aspiraciéon con un sistema de vacio. Se re-
piti6 la accion para completar la precipitacion del resto de bacterias que que-

daban en el medio.

Las bacterias con el inserto fueron resuspendidas con 200 pl de solucion de re-
suspension y se homogeneizaron bien, usando el vortex. A continuacion, se
anadieron 200 pl de solucion de lisis para romper la pared bacteriana. Antes de
5 minutos se hubo de anadir 350 pl de solucion de neutralizacion, para evitar
desnaturalizar el plasmido. Esta mezcla se centrifug6 10 minutos a 14.000 g, for-
mandose un precipitado blanco con los restos, que fue descartado. El sobrena-
dante se pas6 a unas columnas con filtro y se centrifugaron a 14.000 gdurante 1
minuto. Se descarté el liquido y se anadieron en la columna 750 pl de solucion
de lavado, a la que previamente se le incorporo el etanol indicado, para realizar
una nueva centrifugacion. Se repiti6 la accion y se hizo una nueva centrifuga-

cion de 2 minutos, con el fin de eliminar el posible exceso de etanol.
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Finalmente, se pas6 la columna a un tubo limpio y se anadieron 30 pl de agua
MiliQ) estéril o de tampon de elucion, que, por cambio de pH, rompe los enla-
ces establecidos entre el DNA y el filtro. Con una nueva centrifugacion, se re-
cogio la solucion en el fondo del tubo y se repiti6 la accion con 20 pl para re-
cuperar el posible DNA que atn estuviera retenido. Se confirmé la pureza y
concentracion del DNA con el espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific). Para que las muestras fuesen de buena calidad, la relacion de las
absorbancias obtenidas a longitudes de onda de 260/280 nm debia estar entre
1,7y 1,9.

Los restos que habian quedado del cultivo en LB liquido sirvieron para sem-
brar placas de LB con ampicilina y asi conservar los clones obtenidos. Se man-
tuvieron en la estufa a 37°C hasta el dia siguiente y, una vez crecieron las nue-
vas colonias, se conservaron las placas selladas con Parafilm en la nevera. Estos
cultivos fueron replaqueados cada cierto tiempo para un buen mantenimien-

to de los clones.

3.3.9. Confirmacion de la presencia de los insertos

Se pueden realizar dos pruebas diferentes para comprobar que los fragmentos
han sido correctamente aislados: hacer una digestion enzimatica con la endo-
nucleasa de restriccion EcoRI, o bien una PCR con los cebadores M13. Para la
digestion, se aprovecha que el vector de clonacion utilizado contiene varios si-
tios de reconocimiento para determinadas enzimas de restriccion (Figura 30).
Se prepar6 una mezcla con 1 pl de 10X Buffer H + 0,25 pl de la enzima EcoRI
+de 1 a2 pl de la muestra de DNA, segun la concentracion de la muestra +
agua miliQ, hasta llegar a los 10 pl. La reaccion se dej6 15 horas a 37°Cy se
inactivo llevandola a 65°C durante 15 minutos. A continuacion, se realizé una
electroforesis en gel de agarosa, para ver si el tamano de los insertos digeridos

correspondia con el de los fragmentos clonados.

En el caso de la PCR con los M13, se aprovecha que, a ambos lados del lugar

de insercion del fragmento clonado en el plasmido, se encuentra la secuencia

del fago A, que es complementaria de los cebadores M13 (M13 Fw:
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3-GTTTTCCCAGTCACGAC- 5’ y M13 Rv: 3’-GTCATAGCTGTTTCCTG- 5’).
Por tanto, al hacer la PCR se consigue amplificar el fragmento comprendido
entre estas dos regiones, con lo que, al hacer una electroforesis, se puede con-
firmar si el tamano esperado es el correcto. La temperatura de anillado es la
utilizada para los cebadores M13, de 60°C, mientras que los tiempos de exten-
sion que se usan para el programa seran iguales a los empleados en la PCR
con la que se obtuvieron los fragmentos. Finalmente, se comprobaron los re-

sultados con una electroforesis.

PCR M13 de los fragmentos 7 y 9

o Veoweiweile i
Cewwe & 0w

Fragmento 7

Fragmento D

l—l—\

[P
- - - --be

o, Pttt

Digestion del fragmento D

Figura 31: Geles para identificar los fragmentos esperados tras la clonacion. En la PCR M13 se pueden
observar las bandas de los fragmentos clonados, con un tamafio 200 pb mayor al inserto clonado, tam-
bién se ven unas bandas mas débiles y de mayor tamafio, correspondientes al plasmido. Para el fragmen-
to 9 se puede distinguir, como algunos de los clones, no integraron correctamente el fragmento esperado,
ya que se ven bandas de distinto tamafio al esperado. En la digestion se pueden ver distintas bandas, en-
tre 1as que se han de diferenciar entre aquellas que corresponden al pldsmido, de gran tamafio; y las de
los clones, con el tamafio esperado.

En el gel de las digestiones enzimaticas, se pueden observar al menos dos bandas,

una que corresponde al plasmido cortado de aproximadamente 3 kb y otra, al
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fragmento insertado. También puede ocurrir que se observen varias bandas de
gran tamano, correspondientes a distintas conformaciones del plasmido e inclu-
so puede suceder que en el inserto haya un punto de corte interno para la enzi-
ma de restriccion. En este caso, se originarian mas bandas de las esperadas, don-

de la suma de sus tamanos deberia ser igual a la del fragmento esperado.

Por otra parte, en los geles de la PCR M13, se ven las bandas de los fragmentos
con un tamano un poco mayor del esperado. El aumento de tamano de las
bandas se debe a que en la PCR se adiciona una secuencia de aproximada-
mente 200 nucleétidos al producto final, ya que el fragmento obtenido inclu-
ye parte del plasmido. Ademas, se pueden observar otras bandas, correspon-
dientes al resto del plasmido. En la digestion, también se produce una adicion
de parte del plasmido, pero de solamente 20 nucleétidos, por lo que apenas

es apreciable al visualizar el gel.

3.3.10. Stock en glicerol

Aquellos clones interesantes para guardar con destino a un uso futuro se al-
macenaron en una mezcla de medio de cultivo y glicerol. Las colonias elegi-
das se cultivaron en medio SOB toda la noche a 37°C, en agitacion a 200 rpm,
y se mezclaron a partes iguales en un tubo Cop Nunc con una soluciéon de 60%
de medio SOB y 40% glicerol. Estas muestras se conservaron con una congela-
cion rapida con nitréogeno liquido y finalmente se almacenaron en un conge-
lador a -80°C.

3.3.11. Secuenciacion

Para comprobar la identidad de los fragmentos obtenidos, clonados y purifica-
dos, se enviaron a secuenciar a Secugen S.L, empresa biotecnologica dedicada
a la secuenciacion de DNA y al diagnostico molecular de enfermedades here-
ditarias. Se prepararon 15 pl de la muestra en un tubo Eppendorf, indicando el
cebador y la temperatura que se uso para llevar a cabo la secuenciacion. Una
vez que estuvieron preparadas las muestras, se empaquetaron y se enviaron

por mensajeria. Al cabo de unos dias, se pudieron consultar los resultados en
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la pagina web de la empresa, para confirmar si los fragmentos analizados co-

rrespondian con las secuencias nucleotidicas esperadas.

3.3.12. Analisis informatico

Las secuencias recibidas fueron analizadas para comprobar si se habian conse-
guido buenos resultados. Para ello, fue necesario el uso de varios programas
informaticos que nos ayudasen a corroborarlo. Primero, se abrieron los archi-
vos descargados, que estan en formato .abi, con el Finch TV version 1.4.0. Asi
se pudo ver la secuencia de nucleétidos y el cromatograma generado. Con el
buscador que incorpora, se procuraron localizar los cebadores que se usaron
0, en caso de no encontrarlos, los extremos del plasmido que estan unidos a la
secuencia. El cromatograma que se obtuvo, en algunos casos, no era muy cla-
roy, por tanto, el nucleétido correspondiente no estaba designado. En ese

caso se corrigiéo manualmente para conseguir una secuencia continua.

Go to Base No. Find Sequence |n

I»

[a]

T TCCTCACgGg TC TTCCCTTT -'—-'——«C_T__é_[i]_‘GT-—GGC—-'—C__GC-—-'—-'—-'—C
170 180 190 200 210

El pico negro al ser bajo, no
da suficiente seiial para que

el programa designe el En este caso se deberia cambiar
nucleétido correspondiente. la N, por una ¢ (citosna), ya que
Se corrige manualmente, coincide con un pico azul.

poniendo una g de guanina.

ﬂ\ / | |
“l /i ( |‘ lﬁ f H “ “‘w
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Figura 32: Las franjas grises situadas encima de los nuclectidos, indican la calidad de secuenciacion. Si
no alcanza la linea de puntos azul, significa que el pico del cromatograma no es especifico y el programa
no es capaz de distinguir el nucledtido correspondiente. EI simbolo que se emplea en estas ocasiones es
N, que se podra modificar por el usuario, designando el nucledtido que se considere para cada situacion.
Se escribird con minusculas para facilitar su posterior localizacion.
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Una vez los fragmentos fueron analizados, se tradujo la secuencia de nucleoti-
dos a las posibles pautas que se generan en aminodcidos, que serian seis posi-
bilidades. Esto depende de que cada aminoacido estd compuesto por un co-
don de tres nucleotidos y, dependiendo donde se empiece la lectura, el
patron variard. Ademas, también influye el sentido en el que se haga la lectura
de la secuencia. Se uso el software ORF Finder online tool (Open Reading Frame
Finder; www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/), que identifica todos los mar-
cos abiertos de lectura que estén presentes en la secuencia. Segun la pauta ob-

tenida, se pudo deducir cudl de ellas se ajustaba al patron esperado.

ORF Finder (Open Reading Frame

=
= P\e: Finder)

PubMed Entrez BLAST OMIM Taxonomy Structure

08ENP

1 GenBank ~ 100 - Frame from to Length

: : <1 B157.738 582
= : : ;<18 29193 165
= -1 B317.457 141
' I 2 B544.678 135

1 I I I 1 +2 @437.547 111
[ I I ]
[ ]

Figura 33: Ejemplo de funcionamiento del ORF Finder. A partir de la secuencia de nuclectido, el progra-
ma genera las seis secuencias aminoacidicas posibles. Las bandas azules representan campos abiertos de
lectura; y cada linea vertical delimitando estas bandas, corresponde con un codon stop. También se indi-
can los tamafios de los fragmentos obtenidos. En este caso, 1a primera posibilidad, parece que serfa la
mas interesante para analizar.

A continuacion, la secuencia de aminoacidos elegida pudo ser comparada con
otras secuencias de proteinas depositadas en las bases de datos, usando los
programas BLASTP (Altschul et al., 1997) y FASTA (Pearson & Lipman, 1988).
Con estos programas, se pudo analizar el grado de similitud que existia frente
a otras secuencias de otras proteinas MDR en distintos organismos, presentes

en las bases de datos de secuencias. Ademas, también existia la posibilidad de
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analizar la secuencia de nucleétidos, para compararlas con otras secuencias

de DNA, devolviendo los resultados mas similares.

Otro programa muy interesante, que nos permite generar un alineamiento
multiple de secuencias de DNA o de proteinas, es el CLUSTALW (Higgins et
al., 1994), que compara distintas secuencias y las alinea, considerando las
identidades, las semejanzas y las diferencias. El alineamiento generado se tra-
baja con el programa GeneDoc 2.7.0, que ayuda a localizar las zonas conserva-

das, que se han mantenidos muy similares entre distintas especies.

Finalmente, los fragmentos fueron ensamblados, usando el programa CAP
(contig assembly program) integrado en el software BioLdit Sequence Alignment
Editor version 7.0.5.3., con el que se ensamblaron todos los fragmentos obteni-

dos, para obtener la secuencia final de la proteina desde el extremo 5’ hasta el
lado 3’.

En este trabajo, se ha intentado obtener una cobertura en la secuenciacion de
al menos cinco clones. Ello es debido a que, para algunas posiciones nucleoti-
dicas, se obtienen resultados variables, por lo que la presencia de varios clones
nos permitié comparar y observar qué nucleoétido era el mas frecuente y, por

tanto, el que fue elegido para la secuencia final.

Una vez se completaron las secuencias de los cDNA de los genes mdrl 'y mdr2
en el mejillon Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819), fueron enviadas a la
base de datos EMBL Nucleotide Sequence Database, con nimero de acceso:
mdrl, FM999809 y mdr2, HF912273.

3.3.13. Analisis filogenético

Con el objetivo de evaluar las relaciones de los dos transportadores ABCB
identificados en el mejillon, frente a diferentes ABCB de varias especies, se lle-
v6 a cabo un analisis filogenético. Las secuencias aminoacidicas obtenidas fue-
ron comparadas a otras encontradas en las principales bases de datos. Se obtu-

vo un arbol filogenético, empleando un servidor en linea (Phylogeny.fr), y
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con el programa informatico MEGA version 5. Se usaron ABCB completas de
humano Homo sapiens, la mosca del vinagre Drosophila melanogastery algunas es-
pecies de invertebrados marinos como mejillones M. californianusy Brachidon-
tes pharaonis, 1as ostras Crassostrea ariakensisy C. gigas, la pulga de agua Daphnia
pulex, 1a ascidia Ciona intestinalis, €l caracol de mar Lotia giganteay el erizo de
mar Strongylocentrotus purpuratus. También se usaron ABCB del hemicordado
Saccoglossus kowalevski y del nematodo Caenorhabditis elegans. Se us6 una se-

cuencia de Trichoplax adherens para enraizar el arbol.

Primero se introdujeron las secuencias elegidas en Phylogeny.fr, que es un ser-
vicio web para el analisis de las relaciones filogenéticas entre secuencias. Utili-
za una serie de programas en linea, donde se puede generar el flujo de traba-
jo para realizar la filogenia. Para este analisis de aminodcidos, se realizo la
alineacion de secuencias utilizando MUSCLE 3.7. A continuacion, se seleccio-
naron las zonas mas conservadas del alineamiento (curation), que fueron las
empleadas para hacer la filogenia, realizada con Gblocks y de baja rigurosi-
dad. Después, se llevo a cabo un analisis de maxima verosimilitud, con PhyML,
para determinar los valores de las ramas originadas. Por ultimo, el arbol filo-

genético fue disenado con el programa TreeDyn 198.3.

Los resultados del alineamiento y la posterior curation fueron utilizados para
transformarlos a un archivo que pudiese leer el MEGA vy, asi, poder hacer
otros analisis moleculares relacionados con la filogenia, ya que este programa
proporciona herramientas para explorar y analizar las secuencias con aspectos
evolutivos, generando distintos arboles segtn los diferentes métodos de anali-

sis que sean empleados (Anexo 8.2. Arboles filogenéticos).

3.4. Expresion

3.4.1. Introduccion

La RT-qPCR (transcripcion inversa, seguida de PCR en tiempo real cuantitati-
va) es una técnica rapida y extremadamente sensible, precisa y facil de repro-

ducir, que sirve para medir los niveles de mRNA y cuantificar la expresion de
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genes (Bustin, 2000, 2002; Huggett et al., 2005, Kubista et al., 2006). En los ul-
timos anos se esta convirtiendo en una herramienta muy popular para realizar
estudios de toxicologia. Algunos autores la han empleado en sus investigacio-
nes, para examinar diferentes situaciones patologicas y toxicologicas en los
moluscos (Dondero et al., 2005; Araya et al., 2008; Siah et al., 2008; Morga,
2010; Wan et al., 2011).

Lo revolucionario de esta técnica es que se detecta el progreso de la reaccion
de PCR tal y como va transcurriendo. Los datos se van recogiendo a lo largo
de todo el proceso y no solamente al final de la reaccion, como pasa en la PCR
convencional. Para ello, la cuantificaciéon del producto se produce mediante
la adicion de fluoréforos en la reaccion de PCR, que se unen al fragmento
que se amplifica de forma cuantitativa. La cantidad de la fluorescencia produ-

cida en cada ciclo de PCR es cuantificada y recogida por el iCycler.

El equipo de PCR, en tiempo real, esta conectado a una computadora con un
programa necesario para manipular el termociclador. En esta investigacion se
utiliza el iCycler i Q™ (BioRad). El termociclador contiene una camara sensi-
ble que cuantifica la fluorescencia en cada pocillo de la placa, a intervalos fre-

cuentes durante la reaccion de PCR.

,7 Intensificador

Detector CCD

Filtros de

emision —l
\\

Filtros de
excitacion

Figura 34: iCycler y representacion de la disposicion del sistema de deteccion Optica (extraido de /Cycler
iQ™ Real-Time PCR Detection System Instruction Manual).
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A medida que se sintetiza nuevo DNA, mas fluoréforo se unira a €l y la fluores-
cencia se incrementara. El marcador fluorescente que utilizamos (Eva Green,
de ultima generacion, similar al SYBR Green) es intercalante, es decir, se une a
toda doble hebra de DNA, independientemente de su secuencia (por lo tan-
to, a todas las secuencias de doble cadena formadas en la reaccion), emitien-
do fluorescencia tras ser excitado por una longitud de onda adecuada. Una
vez que el colorante se une a los fragmentos sintetizados, este emite una senal

fluorescente que es procesada en tiempo real (Walker, 2002).
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Figura 35: Descripcion del principio de deteccion del SYBR Greenen PCR en tiempo real. 1) EI marcador
fluorescente SYBR Green se afiade a la mezcla de PCR. 2) El SYBR Green presenta fluorescencia cuando
se une a la doble cadena de ADN. 3) Al comienzo de la reaccion, hay muy poco ADN de doble cadena pre-
sente, por lo que la sefial fluorescente detectada por el termociclador es baja. 4 y 5) A medida que avanza
la reaccion y el producto de PCR se acumula, aumenta la cantidad de ADN de doble cadena y, con ello, la
sefial de fluorescencia. 6) La sefial solo es detectable durante el anillado y extension, ya que, durante la
desnaturalizacion, el DNA presente es principalmente monocatenario. (Modificado a partir de da Silva &
Pieniazek, 2003).
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En los primeros ciclos no se observa aumento de la fluorescencia, ya que la
cantidad de copias sintetizadas no es suficiente para poder ser detectadas. A
continuacion, se producen unos ciclos de la fase exponencial, a medida que el
producto amplificado sobrepasa el umbral de deteccion de la fase inicial. Fi-
nalmente, tiene lugar la fase no-lineal o de meseta, donde la fluorescencia no
aumenta o practicamente no se nota, debido a la acumulacién de productos

que inhiben la reaccion o por agotamiento de los distintos reactivos.

Bustin et al. (2009) redactaron la guia MIQE, donde se ha procurado consen-
suar las posturas de la comunidad cientifica, explicando la importancia de la
estrategia de normalizacion y los pasos que se deberian llevar a cabo para rea-
lizar una RT-qPCR y asegurar su relevancia, precision, correcta interpretacion
y posible repetitividad. Se presenta una lista de control, que se deberia de se-

guir, para llevar a cabo una correcta RT-qPCR.

Para cuantificar la cantidad de cDNA de la muestra de partida, es preciso ha-
cerlo cuando la amplificacion en la reaccion es exponencial, es decir, en la
zona donde la curva empieza a levantar y no en la region lineal de la curva.
Esto se calcula fijando el umbral o threshold, que debe localizarse en la parte
exponencial de la reaccion y que puede ser establecido automaticamente por
el programa o manualmente por el usuario. El punto en el cual la curva gene-
rada por la fluorescencia emitida es cruzada por esta linea genera los valores
conocidos como Cq (ciclo de cuantificacion). Segun la guia MIQE (Bustin et
al., 2009), el Cq deberia reemplazar al término empleado anteriormente, que
era Ct (ciclo umbral o threshold cycle). El valor Cq estara representado por el ci-
clo en el cual la produccion de fluorescencia cruza el umbral establecido
(Bustin, 2005). Estos son los valores que se recogen para hacer los posteriores

analisis.

El software del termociclador forma unas graficas que representan las curvas
generadas por la amplificacion exponencial, con sus distintas fases. La linea
que simboliza el umbral genera puntos de corte sobre las curvas, que determi-

naran los valores de Cq. Se puede observar un ejemplo en la figura 36.
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Figura 36: Gréficas generadas por el iCycler. En la figura A se pueden observar las fases de la PCR, y la
linea de umbral establecida para estimar los valores de Cq. La figura B, es la representacion logaritmica,
donde la fase exponencial para establecer el umbral, es mas evidente.

Un método importante de control, es comprobar que todas las muestras tie-
nen una temperatura de fusion adecuada (Tm o melting temperature), ya que
cada amplicon tiene una Tm caracteristica. Tras la amplificacion por PCR, el
termociclador puede ser programado para hacer una curva de fusion (melting
curve), en la cual se eleva la temperatura desde 60°C hasta 100°C, en incre-

mentos de medio grado, y se mide el cambio en la fluorescencia.

El fluoréforo empleado no distingue entre un DNA y otros diferentes de los

que se tratan de amplificar. Si los picos no son similares o aparecen mas de
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uno, esto podria sugerir una contaminacion, presencia de dimeros o cual-
quier artefacto que se crease en la reaccion (Figura 37). Es necesario estar se-
guro de que lo unico que se detecta con el fluoréforo es lo esperado, que seria
un fragmento especifico de DNA correspondiente al tamano predicho, segin
la posicion de los cebadores en el cDNA. Normalmente, el analisis de la curva
de fusion se complementa con una electroforesis en gel de agarosa, donde se
puede observar si se ha obtenido un fragmento del tamano esperado o se han

generado productos inespecificos.
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Figura 37: Grafica generada por el iCycler, que muestra la formacion de curvas de melting, correspondien-
tes a los productos obtenidos. Es posible observar la aparicion de contaminaciones en las reacciones. La
curva con dos picos (rosa), indica la presencia de un producto doble, o la formacion de un dimero, ade-
mas del producto. La curva con el pico desplazado (verde), corresponde a la presencia de un producto
inespecifico.

Para obtener resultados fiables, es necesario optimizar la reaccion de PCR,
que consiste en procurar que las variaciones generadas en el experimento no
provoquen efectos importantes en los valores Cq. Para ello, se han de revisar
ciertos factores, como las mezclas maestras de reactivos, la concentracion de
los cebadores, la concentracion de marcadores fluorescentes y la concentra-
cion de la muestra de partida. Se han de realizar distintas combinaciones has-
ta encontrar aquellas en las que se observa resultados 6ptimos, en términos de

la curva de fusion y de la eficiencia de la amplificacion.
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La eficiencia (E) de la PCR es la capacidad que presenta la reaccion de aumen-
tar el nimero de copias de las cadenas de DNA o cDNA en cada ciclo (Bustin &
Nolan, 2004). Para calcular la eficiencia de la reacciones, se utilizan las pen-
dientes obtenidas de la curva estandar, tras realizar diluciones seriadas para
cada gen (Pfaffl, 2004), de acuerdo a la siguiente formula: E=10(1/pendiente) ]

Para este estudio se realiz6 una cuantificacion relativa, empleada para medir
cambios en los niveles de expresion genética, donde el gen a analizar se com-
para con uno o mas genes de referencia (Pfaffl, 2004). Por tanto, los datos ob-
tenidos por RT-qPCR se han de normalizar con un control interno, que suelen
ser varios genes de referencia. El uso de este control permite la correccion de
errores sistematicos que pueden darse durante todo el proceso, tales como la
cantidad y calidad del material de partida, los errores de pipeteo, la cantidad y
la calidad de RNA obtenido, cambios en la eficiencias enzimaticas o la presen-

cia de inhibidores de la reaccion (Bustin, 2002; Vandesompele et al., 2002).

Los genes de referencia que se usen para la normalizacion han de ser estables
en expresion durante las condiciones experimentales, ya que si son poco esta-
bles puede producir resultados incorrectos (Bustin, 2000). Para comprobar su
estabilidad se han desarrollado varios métodos estadisticos que detectan el
gen o genes mas apropiados para la normalizacion, en unas condiciones de-
terminadas. Los programas mas empleados son: geNorm (Vandesompele et
al., 2002), NormFinder (Andersen et al., 2004) y BestKeeper (Pfaffl et al.,
2004). Se ha sugerido la conveniencia de usar varios genes para medir con
precision la expresion del gen que se quiere analizar (Tricarico et al., 2002;
Vandesompele et al., 2002; Pfaffl et al., 2004; Huggett et al., 2005).

Una vez se han realizado todas las reacciones del experimento, los cdlculos ne-
cesarios para llevar a cabo la cuantificacion relativa de la expresion genética,
precisan de los valores de Cq vy eficiencia. Estos se transformaron y normaliza-
ron como se explica mas adelante (apartado 3.4.5. Analisis de los datos), para
hacer el analisis final, y obtener los resultados de expresion entre los distintos

Casos.
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En esta investigacion, se ha querido realizar un analisis del mRNA que codifi-
ca para las proteinas de membrana MDR, para comparar su expresion en tres
tejidos importantes y observar en cudl de ellos habria mas actividad. También
se analizaron las mismas proteinas en muestras recogidas a lo largo de un ci-
clo de intoxicacion por DSP, con el fin de observar si existia alguna relacion
entre la induccion de la expresion de este tipo de proteinas y la presencia de

toxina DSP en el medio.

3.4.2. Muestras

Se diseccionaron la glandula digestiva, las branquias y el manto de 18 mejillo-
nes para comparar la expresion de los genes que queremos estudiar entre los
tres tejidos (glandula digestiva, branquia y manto). Los individuos se obtuvie-
ron de la la ria de Arousa (A Pobra do Caraminal), extraidas el 29 de septiem-
bre de 2009. Los tejidos de las muestras se trataron con RNAlater (Ambion,
Applied Biosystems), siguiendo el protocolo del fabricante, y se conservaron a

-20°C 0 -80°C (tal como se indica en el apartado 3.3.1. Muestras).

Los 18 mejillones empleados para el estudio de expresion en los tejidos se re-
cogieron dos meses después de la desaparicion en el medio del plancton toxi-
co, por lo que también se utilizaron como control en el otro estudio, ya que
estan libres de toxinas. Otros mejillones fueron recogidos en las bateas de la
ria de Pontevedra (Bueu), tras la aparicion de una marea toxica el 28 de junio
de 2010 y la consecuente acumulacion de biotoxinas en los organismos. Se re-
cogieron 15 individuos (5 mejillones de diferentes profundidades: 1, 5y 10
metros) para cada muestreo, durante el desarrollo temprano de una floracion
de microalgas de Dinophysis acuminata, que provoco el cierre de los parques de

extraccion debido a la presencia de acido ocadaico.

Los demas muestreos se realizaron a los dos (Bueu 1), diez (Bueu 2), dieciséis
(Bueu 3) y setenta y nueve dias (Bueu 4), después del cierre de los parques de
extraccion, por la presencia de toxina diarreica (DSP). También se analizaron
15 individuos (5 mejillones de cada una de las tres profundidades), obtenidos

durante el inicio del desarrollo temprano de la floracion, en la ria de Arousa
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(Grove, recogidos el 14 de julio de 2010. Se pensaban usar como control, ya
que pertenecian a un poligono que estaba abierto, pero, a la hora de analizar
la concentracion de acido okadaico, se encontré que los ejemplares estaban
intoxicados, y se decidieron incluir en el analisis). LLos animales fueron sumi-
nistrados por el INTECMAR (Instituto Tecnoloxico para o Control do Medio Marino
de Galicia. Xunta de Galicia. Conselleria do Medio Rural e do Mar)y los datos, con-
sultados en la web de este centro. Finalmente, se obtuvieron seis grupos dife-

rentes de mejillones, con un total de 93 muestras.

De la glandula digestiva extraida de los individuos, parte fue conservada con
RNAlater (Ambion, Applied Biosystems), mientras que lo demas fue enviado al
Centro de Investigacions Marinias (CIMA-Coron), para que la concentracion de aci-
do okadaico (ng/g) fuese medida en todas las muestras. Para la cuantificacion
del acido okadaico total (acido okadaico + formas conjugadas), se disecciona-
ron las glandulas digestivas y se extrajeron las toxinas mediante homogeneiza-
cion con metanol 100% en una proporcion (1:4, p:v). El homogeneizado ob-
tenido se clarifico por centrifugacion a 48.000 g durante 20 minutos. Una
alicuota de este extracto se sometio a una hidrolisis alcalina, segtun el procedi-

miento de Vale & Sampayo (1999), ligeramente modificado.

Brevemente, el método consistié en agregar 62,5 pL. de NaOH 2,5 N a 0,5 ml
de extracto, calentarlo a 76°C durante 40 minutos en un vial cerrado y final-
mente neutralizar el extracto, agregando 62,5 pL. de HCI 2,5 N. El analisis del
extracto hidrolizado, previa filtracion por un filtro de jeringa de Nylon, de
0,22 pm de poro, se llevé a cabo por HPLC-MS/MS con SPE online, segun la
técnica de Regueiro et al. (2011), con un sistema cromatografico Thermo
Accela acoplado a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo (Thermo
Quantum Access MAX), por medio de una interfase electrospray HESI-II. La
cuantificacion se llevo a cabo mediante la comparacion de la respuesta obteni-
da en el analisis de las muestras con la de una soluciéon de referencia de acido

okadaico suministrada por el NRC (National Research Council) de Canada.
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3.4.3. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA.

Para la branquia y el manto, el RNA total se obtuvo de = 20 mg de tejido de los in-
dividuos, con el kit NucleoSpin RNA II (Macherey-Nagel), siguiendo las directrices
explicadas anteriormente (en el apartado 3.3.2 Extraccion del RNA Total).

Para la glandula digestiva, se partié de alrededor de 30 mg de tejido y se hizo
la extraccion con un kit similar, el RNAqueous (Ambion). El protocolo para la
extraccion de RNA con este kit seria el siguiente: la muestra fue desmenuzada
y homogeneizada en un tubo con entre 10-12 pl/mg de tejido de “Lysis/Bin-
ding Solution” y resuspendido por pipeteo. La solucion fue centrifugada a
12.000 g durante tres minutos, para eliminar el material insoluble. El sobrena-
dante se pas6 a un nuevo tubo y se mezclé con un volumen igual de etanol al
64%. Esta solucion se pas6 a una columna, para ser centrifugada y que el RNA

quedase unido a la membrana.

A continuacion, se realizaron unos lavados con 700 pl de Wash Solution #1, que
se hicieron pasar a través del filtro por centrifugacion y, después, dos veces
con 500 pl de Wash Solution #2/3, a la que se le anadio, previamente, el etanol
indicado en el kit. Finalmente, la columna, bien seca, se pas6 a un nuevo tubo
colector y se le pipetearon 30 pl de solucion de elucion o agua MiliQQ, que se
recogio en el fondo del tubo tras una centrifugacion de un minuto, liberando
el RNA de la membrana. Esto se repiti6 con el fin de arrastrar el posible RNA
que aun quedara unido a la membrana y para obtener un volumen mayor de

producto.

Una precipitacion con LiCl 7,5 M se llevo a cabo en los RNA obtenidos de to-
dos los tejidos, con el fin de eliminar los inhibidores de las preparaciones de
RNA (como se explico en el apartado 3.3.2. Extraccion del RNA Total). Ademas,
el RNA obtenido fue tratado con TURBO DNAfree (Ambion), para descartar
cualquier tipo de contaminacion del DNA y evitar la amplificacion de DNA ge-
noémico. Finalmente, se diluyé en RNA storage solution (Ambion) para una me-
jor conservacion (desarrollado previamente, en el apartado 3.3.2. Extraccion
del RNA Total).
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La cantidad y la calidad del RNA fueron verificadas mediante el espectrofoto-
metro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific), que mide la concentracion final y
da una idea de la pureza de las muestras. Después de calcular la relacion de
absorbancia a 260/280 nm y a 230/260 nm, se pudo concluir si las muestras
que se obtuvieron eran puras, es decir, sin trazas de proteina o contaminantes
organicos, derivados de la extraccion de RNA. La integridad del RNA se anali-
z6 por electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa al 1% (tal como se
ha explicado anteriormente en el apartado 3.3.6. Electroforesis de los productos de
amplificacion y purificacion de las bandas obtenidas). Las muestras de RNA fueron

conservadas a -80°C.

La sintesis de la cadena de cDNA para la RT-qPCR fue realizada con el Script
¢DNA Synthesis Kit (BioRad). Se transcribieron 0,6 microgramos de RNA total
de cada tejido para la obtencion de un volumen final de 20 pl. Las reacciones
se componian de 4 pl de 5X iSeript Reaction Mix + 1 pl transcriptasa Inversa “iS-
cript” + agua DEPC, hasta alcanzar los 20 pl. El programa de temperaturas
fue: 25°C durante 5 minutos, 42°C durante media hora y 85°C durante 5 mi-
nutos. Finalmente, todas las muestras de cDNA fueron diluidas 1:5 con agua

libres de DNasas y RNasas y se almacenan a -20°C.

3.4.4. Genes de referencia, disenio de los cebadores y eficiencia de la
PCR

Como ya se ha explicado, para realizar la normalizacion y poder obtener re-
sultados correctos en los estudios de expresion, se ha de evaluar la estabilidad
de una serie de genes candidatos. Se eligieron ocho posibles genes de referen-
cia que ya fueron utilizados en otros estudios, o que se han considerado con-
venientes, por su posible estabilidad durante los experimentos. Fueron: la
NADH deshidrogenasa subunidad 4 (nd4); gliceraldehido-3-fosfato deshidro-
genasa (gapdh); citocromo c oxidasa subunidad I (coxI); proteina de fusion
ubiquitina - proteina ribosomal S27 (rps27); factor de iniciacién de la traduc-
cion bA (tif5a); 40S proteina ribosomal S4 (1ps4); actina (act) y 18S RNA ribo-
somal (18S). Ademas, se hizo preciso disenar nuevos cebadores de los dos ge-

nes de estudio (P-glucoproteinas: mdrl y mdr2), convenientes para poder
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obtener un fragmento que amplifique un producto con el que comparar fren-

te a los genes de referencia y asi observar la forma en que se expresan en pre-

sencia de la toxina DSP y entre los distintos tejidos. Véase, a continuacion, la

tabla b.

Tabla 5. Secuencia de los cebadores, tamafio del amplicon (fragmento amplificado), nimero de acceso de

los genes usados para el experimento de expresion y su funcion.

Nombre Secuencia 53’ Namero Amplicon Funcion
de acceso (pb)
Fw GTGGGCTCTAGCTCTTGTTG
mdr1 FM999809 126
Rv | GTCTTCCCAGCCTCCTCTAG Transportadores de
Fw | TGGAGCCTATGCTCTTGGG membrana
mar2 131
Rv CAACATTACCAATGGACCACGC
Fw CAGCCCCACCTAGTCTAAATC
nd4 NC_006886 114 Reacciones redox
Rv AGCAAGCCCTAATAAAGCTCATC
Fw AGGAATGGCCTTCAGGGTAC AJ625093, Enzima
gapdh FL593798, 114 licoli
Rv | TCAGATGCTGCTTTAATGGCTG FL496349 glicolitico
Fw TGCTCATTGGCATTGGGTGTC Enzima
cox1 NC_006886 151 metabolismo
Rv | AGTTCCTGCTCAGTCCATCTCAC 2e16biCo
Fw CGTGAATGTCCCAACGAAGAG AJ625324,
ms27 AJ516561, 114
Rv | TGTTGCCTCTGGTTTGTTGA AJB25501 Componente es-
tructural proteina
Fw | TGGGTTATCGAGGGCGTAG ribosomal 403
ps4 FLA92874 | 138
Rv TCCCTTAGTTTGTGAGGACCTG
Fw ACGCTACTTGACATTAACGAT Iy
tif5a FL593258 471 | Traduccion del
Rv | AGCTAGTTCTTCTCCCATAGC DNA
185 Fw | TCGATGGTACGTGATATGCC Donderoetal. | o, Estructura
Rv | CGTTTCTCATGCTCCCTCTC (2005), L33452 ribosomal
Fw TCTTGATTTCGAGCAGGAAATG ‘
act AF157491 191 Protqlna estructural
Rv | GGATGGTTGGAATAATGATTCTG del citoesqueleto
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A partir de las secuencias de estos genes para el mejillon (Mytilus galloprovin-
cialis), se disenaron los cebadores, siguiendo las pautas y usando los progra-
mas previamente descritos, en el apartado 3.3.4. Diserio de cebadores. Para obte-
ner una eficiencia 6ptima de reaccion, el tamano de los fragmentos deberia
oscilar entre los 100y 200 pares de base (pb); las secuencias obtenidas para los
genes de esta investigacion variaron entre 84 y 171 pb. Todos los cebadores
empleados fueron sintetizados por Thermo (Alemania). Los nombres de los
genes, abreviaturas, su funcion y las secuencias de los cebadores se muestran

en la Tabla 5 (pagina anterior).

A continuacion, lo que se hizo fue comprobar la especificidad de los amplico-
nes, es decir, que los fragmentos esperados amplificasen correctamente y que
no apareciesen dimeros de cebadores u otros productos. Esto se confirmé co-
rriendo las reacciones en un gel de agarosa al 2% (debido al pequeno tamano
de los fragmentos) y purificando las bandas obtenidas para secuenciarlas y co-
rroborar que son lo esperado. Para ello, también se us6 la Tm vy la curva de fu-

sion, que deberia presentar un tnico pico.

La eficiencia de las PCR (E) y el coeficiente de correlacion fueron determina-
dos con el Bio-Rad iQ) software V3.1. Se calcularon, utilizando las pendientes
de las curvas de calibrado generadas a partir de los valores Cq de diluciones
seriadas de cDNA (en Anexo 8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-gPCR), seguin

la siguiente ecuacion:
E= 10(1/pendiente) 1 (Rubista et al., 2006),
o expresada como porcentaje:

E (%)= [10(1/pendiente) 17 x 100, con valores entre 0 y 100, teniendo en cuenta

que el 100% debe ser considerada como la eficiencia maxima.
Las eficiencias fueron calculadas usando diluciones seriadas de cDNA 1:5 para

los genes de referencia. Debido a la alta abundancia del 18S, para esta protei-

na, se empezo con una solucion inicial mas diluida, 1:3125 en relacion al resto
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de los genes. Debido a algunos problemas, para la mdrl se utilizé una serie de
diluciones de 1:5 en glandula digestiva, 1:4 en la branquia y 1:5 de producto
purificado de PCR para el manto. Para la mdr2 se utiliz6 una serie de dilucio-
nes 1:4 en los tres tejidos, debido a que al ser genes que se expresan poco, la
cuantificacion en el iCycler comienza en un valor muy elevado vy, al usar dilu-
ciones 1:5, se sale del rango que es capaz de analizar el programa. Ademas, se
realizaron controles negativos de ausencia de DNA genoémico (no RT control o
control sin transcripcion inversa) y de ausencia de contaminaciéon (NTC:
non-template control), que se incluyeron en todas las reacciones de eficiencia,

para evitar posibles contaminaciones.

3.4.5. RT-gPCR

La RT-qPCR se llevé a cabo en placas de 96 pocillos en la maquina iCycler iQ
™ (BioRad). Las reacciones, con un volumen final de 20 pl, estaban compues-
tas por 10 pl de SsoFast EvaGreen Supermix de BioRad (que contiene 2x reac-
tion buffer con dNTPs, la enzima Sso7d- fusion polymerase, MgCly y el marca-
dor fluor6foro EvaGreen) + 4 pl de cDNA diluido 1:5 (24 ng de cDNA) + 0,8 pl
de cada uno de los cebadores, para obtener una concentracion final 400 nM +
4,4 pl de agua para PCR. Se anadieron controles con agua en lugar de cDNA,
para descartar la contaminaciéon por DNA. En esta situacion, también fue ne-
cesario volver a diluir las muestras del gen 18S, partiendo de una dilucion
1:5000 para la glandula digestiva, mientras que para la branquia y el manto
fueron diluidas 1:25000.

Las reacciones, una vez preparadas, se introdujeron en el termociclador con
el siguiente programa: 95°C durante 30 s, seguido por 40 ciclos con una des-
naturalizacion a 95°C durante 5 s, seguido de un anillado y una elongacion a
60°C durante 10 sy, por ultimo, para medir la fluorescencia, se lleva a 75°C
durante 10 s. Finalmente, se llevo a cabo una curva de fusion (melting curve),
desde los 60°C hasta llegar a los 100°C, con un aumento de la temperatura de
0,5°C cada 10 segundos.
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3.4.6. Analisis de los datos

Una vez que acab6 la reaccion, se recogieron los datos. En este punto, se po-
dian utilizar los valores obtenidos directamente del iCycler IQ ™ (tanto las efi-
ciencias obtenidas para cada gen como los valores de Cq), o bien se podian
importar los datos sin procesar (raw data) de los valores de fluorescencia obte-
nidos. Estos se transformaron con el algoritmo de Miner (Zhao & Fernald,
2005), que calcula las eficiencias y los Cq de cada reaccion de PCR. Ultiliza el
nivel de ruido de la fase inicial, antes de la amplificacion, para determinar el
punto de partida de la fase exponencial (SPE) y el primer término positivo de
la segunda derivada (SDM) del modelo logistico, en el punto final de la fase
exponencial (EPE), que se utiliza para determinar el Cq. La eficiencia se cal-
cul6 haciendo una media de las eficiencias obtenidas con el iCycler, usando

las diluciones seriadas para cada tejido.

Una vez se obtuvieron todos los datos necesarios, lo primero que se hizo fue
un analisis de los genes de referencia para ver cuales eran mas estables y, por
tanto, los mas convenientes para llevar a cabo la normalizacion. Se tuvo en
cuenta que trabajar con los valores de Cq sin procesar no era suficiente para
calcular la estabilidad de la expresion génica. Por tanto, se convirtieron en un
archivo con valores de entrada validos, dependiendo de los requisitos de cada
software. Los datos fueron analizados mediante tres herramientas basadas en

la hoja de calculo Excel.

En el geNorm y NormFinder, para transformar las cantidades relativas (RQ),
fue necesario emplear la eficiencia de cada par de cebadores (E), junto con

los valores de Cq, usando la siguiente ecuacion (Hellemans et al., 2007):
RQ = (1+E) A%

ACq=valor de Cq mas bajo para cada par de cebadores - valor de Cq para cada

amplificacion.

Por su parte, el software Bestkeeper realiza un analisis descriptivo utilizando

los valores de Cq directamente para cada gen (Pfaffl et al., 2004). Cada uno de
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los programas, emplea un algoritmo propio para evaluar el gen de referencia
mas estable. Ninguno de los métodos ha sido aceptado como el mas correcto
para identificar la estabilidad de la expresion génica, por lo que todos ellos se

utilizaron para el analisis.

geNorm calcula M (estabilidad de la expresion de los genes) como la varia-
ci6on media por parejas para cada gen, con todos los genes de referencia ensa-
yados. Los genes con un valor bajo de M presentan una expresion estable y los
que tienen un valor de M alta seran mas inestables. Después de la eliminacion
del gen con el mayor valor de M, se vuelve a realizar el calculo con los genes
restantes y asi sucesivamente, hasta que solo quedan los dos genes mas esta-
bles. Permite ordenar los genes analizados en concordancia a su estabilidad
de expresion. Ademas, geNorm también calcula un factor de normalizacion
para cada muestra, basado en los genes de referencia mas estables, e informa

del nimero 6ptimo de los genes necesarios (Vandesompele et al., 2002).

NormFinder utiliza un modelo estadistico, que permite la estimacion de la va-
riacion total de los genes candidatos de normalizacion y la variacion entre los
subgrupos de la muestra, para asi evaluar la estabilidad de expresion (Ander-
sen, 2004).

El analisis con BestKeeper empieza con el calculo de estadisticos descriptivos
estandares para los genes investigados y emplea un coeficiente de correlacion
entre los pares de cada gen y el indice de BestKeeper, calculado como la me-
dia geométrica de los valores de Cq de todos los genes agrupados. La estabili-
dad, puede deducirse por los valores obtenidos de la desviacion estandar (SD)
y del coeficiente de correlacion (r) (Pfaffl et al., 2004).

Una vez se decidié qué genes eran los mas estables y el nimero necesario de
genes de referencia para la normalizacion, se emplearon los datos importados
para evaluar la expresion de los genes entre el control y las distintas situacio-

nes, por un lado, y entre los tres tejidos, por el otro.
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Para ello, previamente se hizo el cdlculo de la expresion normalizada de los
genes de estudio frente a los genes de referencia. La expresion de cada gen se
obtiene a partir de su Cq, utilizando la siguiente ecuacion: Expresion gen = (1
+E gon) ~ Cqgem A continuacion, se divide la expresion de los genes de estudio
entre la media geométrica de las expresiones de los genes de referencia, como

se indica en la ecuacion que nos da la expresion normalizada del gen:

(1+E, )"

rJ(HEW)'Cq T+ By ) 7 o x (14 E

Expr. norm. gen =

—Cq ref n
refn)

Los resultados fueron analizados con la herramienta de software de la expre-
sion relativa (REST), version 2.0.7 (Pfaffl ¢t al., 2002), que usa un test de ran-
domizacion con redistribucion por pares, con el fin de evaluar la significacion

estadistica de las diferencias de expresion, entre cada dos casos.

Ademas, el estudio de expresion de las proteinas MDR se complet6 con un

analisis estadistico, que se llevo a cabo con el software IBM SPSS 19.

Los datos de expresion normalizada fueron transformados mediante el loga-
ritmo en base 2 de la expresion normalizada relativa. Esto se hace para que los
valores presenten una distribucion normal. El analisis de varianza (ANOVA)
se realizé después de verificar las hipotesis de normalidad de la distribucion
de datos, mediante la prueba de Shapiro-Wilk, y la homogeneidad de varian-
zas, mediante el test de Levene. Las diferencias estadisticas fueron estimadas
por un analisis de varianza de una via (ANOVA) entre los grupos, con un nivel
de significacion definida como p <0,05. Por ultimo, se llevaron a cabo las com-
paraciones post hoc asumiendo varianzas iguales (HSD de Tukey y test bilateral
t de Dunnett), para identificar las diferencias de expresion entre los tres teji-

dos, por un lado, y la diferente acumulacion de toxinas, por el otro.
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4.1 Obtencién de los fragmentos. Analisis de las secuencias y

caracterizacion de los genes mdr en Mytilus galloprovincialis

Para poder obtener la secuencia completa de la proteina, lo primero que se
tuvo que hacer fue extraer el tejido en cuestion. En este caso, se partio del
manto del mejillon. De este se obtuvo el RNA total y, a continuacion, se llevo a
cabo la sintesis, por transcripcion inversa, de DNA complementario. Usandolo
como plantilla, se procuraron obtener las secuencias de las dos P-glucoprotei-
nas identificadas. Se comenzo a partir de un fragmento inicial, que, una vez
secuenciado, sirvio para hacer el diseno de nuevos cebadores e ir extendiendo

la secuencia hacia sus extremos.

Para ello, se realizaron PCR RACE 5’ y PCR RACE 3’, y se confirmaron deter-
minados fragmentos, mediante RT-PCR (tal como se explico en el apartado
3.3.5. Clonacion de fragmentos de cDNA de las proteinas MDR por PCR y “rapid am-
plification of cDNAends” o RACE PCR). Una vez clonados, la informacion deriva-

da de la secuenciacion fue ensamblada.

Finalmente, se obtuvieron dos secuencias completas, que codificaban para
proteinas transportadoras ABCB en el manto de Mytilus galloprovincialis. Se
puede observar la estrategia que se llevo a cabo, para la obtencion de los dis-

tintos fragmentos, en la Figura 38, de la pagina siguiente.

Como se puede observar en la Figura 38, la obtencion de la secuencia del gen
mdrl se consiguio con una PCR inicial de unos 400 pb, confirmada con 6 clo-
nes. Partiendo de este fragmento, se obtuvo la secuencia completa con cuatro
RACE PCR, una en sentido 5’ de aproximadamente 1,8 kb y obtenida a partir
de 9 clones diferentes. En cambio, hacia el lado 3’ fueron necesarias tres
RACE PCR. La primera, que continua el fragmento inicial, era de 1 kb y se rati-
fico por la presencia de 5 clones; a continuacion, se prolongo la secuencia con
un fragmento de unos 1500 pb, estructurada a partir de 11 clones distintos. Fi-
nalmente, se confirmo el extremo 3’ con b clones de una RACE de alrededor

de 200 pb.
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Figura 38. Estrategia de clonacion en el mejillon M. galloprovincialis, para la obtencion de las secuen-
cias de las dos mar. La secuencia completa de la mar7y madr2 se completa a partir de fragmentos obteni-
dos por RACE 5"y 3"y PCR convencionales. Se obtuvo una secuencia de 4271 pb, para mar1, y 4417 pb,
para mar2. Se indican los nombres de los fragmentos, los cebadores, la direccion y el tipo de reaccion
empleada para la obtencion de cada fragmento.

Por otra parte, para conseguir la secuencia completa de mdr2 fueron precisas
9 reacciones diferentes, 4 RT-PCRy 5 RACE PCR (una 5’ y cuatro 3’). Parte de
la secuencia es posible localizarla en las bases de datos, con namero de acceso
EF137955, obtenida en 2006 en la universidad de Niza, Francia. Partiendo de
ella, se disenaron cebadores con el fin de confirmar la secuencia completa,

hasta las zonas no codificantes de los extremos. El fragmento 1 de unos 1300
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pb se obtuvo con una RT-PCR con los cebadores MDR2Start FW + MDR2qRT
Rv, del que se obtuvieron 6 clones. L.a zona no traducida 5’ se complet6 usan-
do la secuencia EF137955.

La secuencia se extendi6 con tres RACE PCR 3’, una de ellas de aproximada-
mente 1,8 kby, a continuacion, otras dos RACE 3’, donde se usaron cebadores
que se encuentran muy proximos entre ellos, por lo que confirmaron la mis-
ma region de la secuencia final: una de 5 clones que comprendia cerca de 500
pb y otra de 850 pb, estructurada a partir de 7 clones distintos. Como estas dos
ultimas RACE PCR practicamente no solapaban con el fragmento anterior,
esta zona fue reforzada con una RT-PCR usando los cebadores MDR2FR Fw +
MDRZ2FR Ry, que amplificaron un fragmento de 640 pb y de los que se obtu-

vieron 7 clones.

La secuencia del extremo 3’ se obtuvo de una forma curiosa. En uno de los in-
tentos de extender la secuencia, desde el primer NBD hacia el lado 3’, uno de
los clones obtenidos de casi 600 pb (fragmento 9) presentaba una elevada
identidad, con una proteina MDR. Lo que no cuadraba era que el campo
abierto de lectura presentaba varios codones stop y se suponia que, tras el pri-
mer NBD, aun faltaban el dominio transmembrana y el segundo NBD. Esto
podia ser debido a la presencia de un intrén en la proteina, o bien a que el ce-
bador, al estar disenado de una zona bastante conservada, se uniera en el se-
gundo NBD vy el stop se debiera a que se hubiese alcanzado el final de la protei-

na.

Para comprobar cudl de las dos posibilidades era, se disené un cebador des-
pués del codon stop, en la region no codificante, y se realizo una RT-PCR, con
la que se consiguié un fragmento de unos 1100 pb, del que se obtuvieron 9
clones, que alcanzaba el extremo 3’. El solapamiento para completar la se-
cuencia se obtuvo con otras RT-PCR, en las que se utiliz6 una combinacion de
varios cebadores (dos forwardy dos reverse), que generaron 8 clones de un ta-
mano similar, de aproximadamente 1,2 kb, solapando con lo obtenido previa-
mente. Esto confirmo la secuencia completa del gen que codifica para la pro-
teina MDR2.
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Los resultados logrados a lo largo de todo el proceso para la obtencion de las
dos secuencias nucleotidicas (fotos de los geles con los fragmentos obtenidos
por RT-PCR y RACE PCR, longitud en pb, cebadores utilizados y secuencia de

cada fragmento) se reflejan a continuacion.

MDRI1

Fragmento A (MDR1F+MDR1R) 381 pb (6 clones)

CAGAGGTTCTATGACCCAGATGCAGGACAAGTTTTACTTGATGGTAACAACATAAAAGATTTAAATTT
GAACTGGTTACGACAGAACATCGGTGTGGTATCGCAGGAACCAGTCTTGTTTGGCTGCACCATAGC
CGAGAACATCCGACTAGGGAATCCGAATGCAACCATTACAGAAATAGAACAAGCGGCCAAACAAG
CCAATGCACATGACTTCATAAAAAGTCTTCCTCAGAGTTACAACACACTAGTTGGAGAGCGTGGAG
CTCAGTTATCAGGAGGACAGAAACAACGAGTAGCCATTGCCAGAGCTTTGATTAGAGACCCAAGAA
TCCTATTGCTGGATGAAGCTACATCTGCATTAGACTCTGAGAGTGAGAAC

Fragmento B

v

Fragmento A

Fragmentos Ay B
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Fragmento B (Race 3'- MDR1F2) 1067 pb (5 clones)

CCATTGCCAGAGCTTTGATTAGAGACCCAAGAATCCTATTGCTGGATGAAGCTACATCTGCATTAGA
CTCTGAGAGTGAGAACATTGTACAGGAAGCCCTAGAAAAGGCAAGACAGGGAAGAACAACCTTGG
TGATAGCACATCGTTTGTCCACCATACAGAAAGCAGACATTATATATGTGGTGGATAAAGGAGAGATC
ATAGAACAGGGAACACATGGTGACCTGATGGACAAACAAGGACTGTATCATTCACTGGTCACTGCA
CAGACATTGGTTAATGAAGATGCAGGATTTCAAAATGAGTGTGAGGACGCTGAGTTAGCACTAGATG
AGGATGAGGAAGAGGAAGCCGCAGATGCTGTACCAGATCAAACAGTTAAACGACAAAGATCAAGAA
TCAAATCTACATCATCAGATGACAAATCACCACAAAAATTGTCTCGACAACTCTCCCGACAGACATC
AGGACTGTCTGATGGAAAGGACAAAGCTGAAAAAGAGGAGGAGCCTGAAGAACAAGAAGAATATG
AACCACCGAGGTACTTCCGTATGATCCATGAAAATCAACCAGAATGTGGATTTATTGTGCTTGGGATT
ATGGCATCTTGTGTCGCTGGATGTACGATGCCAGCATTTGCTATATTCTTTGGAGAAATGATTAAGGT
ATTCATAGAGCTTGGAAATAATGGTCTTTTATGGAGTATGATGTTTTTGGCTCTCGGAGGAATTAATTT
TCTGGTCTATTTTGTACAGGCTTCTAGTTTTGGTATATCTGGTGAGAGACTGACCCAGCGTCTCAGG
CTCGGTACATTTAATGCCTACATGAGACAAGATATAGCTTTCTATGATGACAAGTTCCACTCTACAGG
AGCTCTAACAACCAGACTGGCTACAGATGCATCCTTAGTTAAAACAGCAACAGGTGTGAGAATTGG
AATGGTTTTCCAGTCAATGTTTGGACTGGTAGCAGCCCTGGTTATAGCCTTCTATTATGGGTGGGCT
CTAGCTCTTGTTGTACTTGGCATTGTACCAATAATTGGTTTTGCAAGTAGCCTACAGATAAAA

Fragmento C (Race 5'- MDR1R2) 1830 pb (9 clones)

GACTAGTTGATTTCATTTCTTATGCAATAGCCAAATATAAATGATTACAAACTAGAGTTGTCTTTAAATT
CGGATTTACAAGTCGACAAATAAAGTTCTGTACAGAGAGTTTCCATTAGTCAGAGCTGGGACATAAT
TTATTGTTAGTATAGTAGTCCCAGGTCCGAGCGATATTTTGTTATCAAGAAAATGAGTAAAAGCGAAG
AGAGAAAGCCTCTTCTGGGTGACGCAAGTGACGAGCAGGAATCCTACACAGACAAAGATAAGAAG
AAGGACAAAGAAAAGAAAAAACCAGATGGACCTCCCCCAGCCACACTGGGACAATTGTTCCGCTA
TGCTACGTGTGTGGACATAATCTGTATCCTGTTTGGTTCCCTGTTTTCACTTGCTCATGGAGCAGGA
TGGCCAGTTTTGTCCATTGTTATGGGTCAGATGACAGACACTTTTGTAGCAGGACCAAATGGATCAT
TGATACCTCCAGACCCTAATGCCACACACAATCCTAATGTTACTGTAGAATCTTTTGAAGACAAGAT
GACGACATATGCATTATATTATTTAATCATTGGTGGCGTAGTACTCCTCTCTGGTTATTTACAGATCGC
ATGTTTTATGACAGCCTGTGAGAGACAAGTAAACAAGATTAGAAAACAATTTTTCCAAGCTATATTAC
GACAGGAGATTGGCTGGTTTGATAAACATCAGAGTGGTGAACTGACAACCAGATTATCGGATGATTT
AGAAAGAGTGAGAGAAGGCATCGGAGACAAGCTAAGTCTTTTGATACAGTTCGTAGCTCAGTTTTTT
GCTGGATTTGCCATTGGATTTTATAAAAGTTGGAATATGACGTTAGTTATGATGTCACTGACACCTCTA

continua...
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CTGGCCATTCTGGGTGGTTATTTCTCAGGACTGATGCAAAACTTTGCGAAAAGAGAACAAGCCTTAT
ATGCTGACGCTGGAAGTGTAGCAGAAGAAGTTATATCTTGTATGAGAACTGTGGTATCATTTAATGGT
CAAAAACAGGAAGTGAAAAGATACGGAAAATCTTTGGAAGAAACAAAACAAATAGGGATAAAGAAAT
CCATGGTAACTGATTTGTTGCTTGGTAGTTTATATCTTGTCATGTTTGGAGATTATGCACTGTCATTTT
GGTATGGAAATGAACAAGTAAAAAAATTCATAACATCTAACGGAGAAGATGGTATCACACCTGGTAC
AGTCCTCACAGTATTTTTCTGTGTAATGATTGGTAGTTTCTCAATAGGAAATGCAGCACCAAACATTG
GTTCCTTTGTAACAGCCAAAGGCGCTGCAGCTGTTGTGTATGAAATCATTGACAGAAAACCAAAAAT
AGATGCCAGTTCTGAGAAAGGACAACGCCCACTGTCAATACAAGGAGCATTACAGTTTCTTGGTGT
GAATTTTACTTATCCTACAAGAGAAGATGTACAGGTGCTGACTAATTTTAACCTGTCGATAAAACCTG
GACAAACTGTAGCTTTGGTAGGATCCAGTGGCTGTGGCAAATCTACCATAGTAAATCTCATACAGAG
GTTCTATGACCCAGATGCAGGACAAGTTTTACTTGATGGTAACAACATAAAAGATTTAAATTTGAACT
GGTTACGACAGAACATCGGTGTGGTATCGCAGGAACCAGTCTTGTTTGGCTGCACCATAGCCGAGA
ACATCCGACTAGGGAATCCGAATGCAACCATTACAGAAATAGAACAAGCGGCCAAACAAGCCAATG
CACATGACTTCATAAAAAGTCTTCCTCAGAGTTACAACACACTAGTTGGAGAGCGTGGAGCTCAGT
TATCAGGAGGACAG

Fragmento C

Fragmento C
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Fragmento D (Race 3- MDR MgFw) 1463 pb (11 clones)

GTAGCAGCCCTGGTTATAGCCTTCTATTATGGGTGGGCTCTAGCTCTTGTTGTACTTGGCATTGTACC
AATAATTGGTTTTGCAAGTAGCCTACAGATAAAAGTTTTAAAGGGAAGACATGAGGAAGATAAAGGAA
AACTAGAGGAGGCTGGGAAGACAGCTGCAGAAACTATTGAGAATATCAGAACTGTCCAGTCCTTGA
CCACAGAGAAACATTTCTATCACGAATATTCGCATTCTCTTGTGGGACCACTCAGATCCATGATAAA
GCAAGCCCACTGGTATGGTATAGCATTTGGTTTAGGTCAAGGTGTTATCTTCATGACCTATGCTGGTG
CCTTTAGATTTGGTGCGTGGCAAGTGGAGATAGGAGAAATGACAGCTGATAATGTGTTCAAGGTGTT
CTTTGCCATTGCCTTCACTGCCATGGTGATTGGACAATCATCCTCATTTCTGCCAGAGTATTCAAAG
GCCAAACATGCTGCTGGATTGATTTTCAAAGCATTTGACACTGTACCATCTATAGATATATACTCCAA
AAGAGGAACGTATCTGCAAAAAGTGGATGGTTTGATACAGTTTAAAGATGTCAATTTCTGTTACCCAA
CTAGACCAGAGGTAAAGGTCTTGAAGGGAGTGAATATGAAGGTGGAGCCAGGACAGACTGTGGCT
CTTGTGGGACAAAGTGGGTGTGGCAAGTCTACAGTTATCTCCCTTTTACAGAGATTCTATGATCCTG
AGTCAGGGGAAATTATGATAGATGGTATAGATATAAAAGACCTACATCTTCACAAAATGAGGTCATTTA
TTAGCGTGGTCAGTCAGGAACCGATCCTGTTTAATTGTAGTATCAGTGACAACATAGCTTATGGTCTG
GAGGAAACTGCAGGGATGGATGATGTTATTGCTGCTGCTAGAGATGCTAATATTCATGAGTTTATTAC
TAGTCAGCCAATGGGTTATGACACAATAGTTGGTGAGAAGGGGACACAACTGTCTGGTGGACAGAA
GCAGCGTGTTGCCATAGCAAGAGCTTTGATTAGAAATCCCAAAATTCTCTTGTTAGATGAGGCTACA
TCAGCATTAGATTCAGAGAGTGAAAAGTTGGTACAAGAAGCATTAGACAAAGCACAAGAAGGTCGT
ACATGTATTGTGATAGCCCATCGTCTTTTTACGATTCAGAATGCTGATGTGATCTTTGTAATGGACAGT
GGCGCCATCGTAGAAAGTGGTACACACCAGACTCTTTTAGCGAAGAAAGGAGTGTACAATTCCTTA
GTTAGTGCACAGCAGTTTATAAAATAGTATTTAACATATATTTAGGATTTTTTAATTTGTTTGTACTTTTTT
AAAATTTATATTATGTAAAATAAGGTCACTTGACCTCATTTTCAGGATTTTTGTTCATACTCCAGTATTA
AAATTGTGATGAATCAGTTTACTAAATGTATTAAAATATTAAA

Véase, en la pagina siguiente, imagen de los fragmentos D y E.
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e

Fragmento D Fragmento E

Fragmentos Dy E

Fragmento E (Race 3'- MDR End Nested3’) 217 pb (5 clones)

GTAGAAAGTGGTACACACCAGACTCTTTTAGCGAAGAAAGGAGTGTACAATTCCTTAGTTAGTGCAC
AGCAGTTTATAAAATAGTATTTAACATATATTTAGGATTTTTTAATTTGTTTGTACTTTTTTAAAATTTATAT
TATGTAAAATAAGGTCACTTGACCTCATTTTCAGGATTTTTGTTCATACTCCAGTATTAAAATTGTGAT
GAATCAGTTTACTAAATGTATTAAAATATTAAA

MDR2

Fragmento 1 (MDR2Start Fw +MDR2gRT Rv ) 1290 pb (6 clones)

TGCCAGAACCAGAATTATTGGGATATAAGCCTACAGCTACAGAAGGAAATGGTCAGTTACAACAGAA
TGGTGCTAATGGGATACCAGATCCTGATATTGATACAAGACCAGCATCCACTGCAGATCCAGACAAA
GTAAATTTTAAAAATGGACGAGTGTCTCCTACAGATAAAAGTGACAAAGATGAAAAAGATAAAGATAA
AGATAAAGAGAAGAAAGAACCAGAAAAAATGGTCGGCTTCTTTGAAGTGTTTAAATTCTCCACATGT
GTAGACAAGTTACTGATGATTTTTGGTTCCATCTTTGCCTTGGCCCACGGAGCAGCATTACCAGCTA
TGATTATTGTGTTTGGAGACATGACAGATTTGTTTGTAGAATCAGGGATGTTTGAACAATTTTTAAACG
ATATTAGAAGTTATTTACCTACACTTGGATACACATACGATCAAGTCTACGACAATCCTTTATTACTGA

ATAATAACCGCACAGCAATTCAAGCACAATTGAACTATACTATTGACTGGAAATGGCTTGAAGTCCA
continda...
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AGATGAACTCCTGGATCAAATGAAAACATTTGCATTATATTACATAGCCATAGCTGGTGGTGTTATGGT
ATGTGGCTACGTCCAGGTCAGTTTTTGGGCAGTTGCAGCTGAGAGACAAGCACACAGAATAAGGG
ACATGTTTCTACGAAATGTTCTTAGACAAGAGATTGGATGGTTTGATACACATGAGACAGGAGAACT
CAACACTCGTTTATCAGATGACATCAATAAGATTCATGAAGGTATTGGTGACAAGATGGGTTCCTGTC
TACAGTGGACCTCTGGTTTCCTGACTGGATTTATCATTGGATTCATATATGGGTGGAAACTTACCTTG
GTTATATTGGCCATCAGTCCTTTATTAGCTGTTACAGGATTTGTAATGAATAAGCTTGTAGCAGACATG
TCTTCTAAAGAATCTGAAGCTTATGCTAAAGCAGGGGCCATTGCAGAGGAAGTATTTAGTTCTATTAG
AACAGTGGTCAGTTTTGGTGGACAGCAAAAGGAATGCCAAAGGTACAATTCCCACCTACAGACTGC
CAAGGATGTTGGTATTAAGAAGGGTTATACTAATGGCTTTTCTGTGGGATTAGTATATGTTGTTATGTTT
GGAGCCTATGCTCTTGGGTTTTGGTATGGAGCCAAACTGGTTAGAGAGGAATCTGACACCTACACC
ATTGGAAAAGTTTTGATTATATTTTTCTCTGTTTTGATTGGTGCGTGGTCCATTGGTAATGTTGCTCCA
CCAC

Fragmento 1

Fragmento 1
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Fragmento 2 (Race 3'- MDR2 gRT Fw) 1082 pb (6 clones)

GAGCCAAACTGGTTAGAGAGGAATCTGACACCTACACCATTGGAAAAGTTTTGATTATATTTTTCTCT
GTTTTGATTGGTGCGTGGTCCATTGGTAATGTTGCTCCACCACTTCAATCATTGGCATCGGCCAGGG
GAGCAGCTTTTGTTGTCTTTGACATCATAAAATTGGTTCCAGAGATTGACAGCTATTCTGAAGAAGGA
TCAAAGCCTGACAAGGTGACAGGAAATATACAGTTCAGGAATGTTAAATTTACCTATCCTGCTAGGA
AGGAAGTACAGGTTTTGAAGGGTGTGGACCTTACTGTACAACCTGGTCAGACAGTGGCCCTGGTAG
GATCAAGTGGGTGTGGTAAAAGTACATGTGTACAGTTAATGACCAGATTTTACGACCCAGAAGGAGG
AACTATTACTCTGGATGGAAATAATCTGAAGGATTTAAATGTGAAATGGTTGAGAGAACATATTGGTAT
TGTCAGCCAGGAACCAATCTTGTTTGCCATGTCAATCAAAGATAATATAAGAATGGGACGGAATAATG
TTACTGATGATGAAGTCATTGCAGCCACCAAAATGGCTAATGCTTACAACTTTATAATGGATCTCCCT
GAAAAATTTGATACATTAGTTGGTGAGAGAGGAGCCCAGCTTAGTGGGGGACAAAAACAGAGAGTG
GCCATTGCTAGAGCACTTGTACGAGATCCAAAAATACTTCTTCTTGATGAAGCTACTTCAGCCCTAG
ACACAGAAAGTGAGTCCATAGTACAGGAAGCTTTAGACAAAGCTAGAGCAGGTAGAACAACACTAG
TTATTGCTCATAGACTTTCCACCATCAAAAACGCTGATATTATTGCTGGCTTTAAGGAGGGTGTGATT
GTAGAACAAGGAACTCATGATCAACTGATGGCTAAGAGTGGAGTCTATAACTCACTTGTGACACTAC
AGACAAAGAAAGTAGATGTAGAAGTTGAGGCAGAAGAGGAAGAATTAATAAAGGAATACACAGAAG
GAATTAAAGATACAGACAAGAAGAAATTACACCGTGGGATGTCTACTTTATCAGATGGCAAATCGGC
AGCTCTA

g—
! —-——

MM
i Fragmento 2

e

Xvl Fragmento 4 Fragmento 3

Fragmentos 2,3y 4
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Fragmento 3 (Race 3'- MDR2 Race3’ Fw2) 475 pb (5 clones)

TCGTTATAATGCTCCTGAATGGCCATTTATTTTGGTTGGATGTATTGCTGCATGTTTGAATGGTGGAGT
TCAGCCAGCATTTGCTGTCATCTTTGCAGAATTAATCGGAGTTTTTGCAGAACAAGATCCAGACAAA
CAGGAAAAAGAAGTTCTAATGTATTGTTTGATATTACTTGGTATTGGTGTAGCAGGTTTCATAGGATTC
TTTTTACAGGGTGCCATGTTTGGTAGATCTGGAGAAAACTTGACCATGAGAATCAGAAAAAATACATT
CAGGGCAATGATTAGACAGGATATATCCTGGTATGATGATCATAAGAATTCTACAGGAGCTCTAACTA
CAAGACTGGCAGTTGATGCTTCTCAAGTACAAGGGGCTGCTGGTGCCAGACTGGGTAGCTTGGTA
CAAAACATTGCTAACATGGGAACAGCACTGGTTATTTCCTTTATCTATGGATGGCAACTTACTCTTGT
|

Fragmento 4 (Race 3- MDR2 Race3’ Fw1) 850 pb (7 clones)

AAGAAGGGAGAAGAGGAAGAAAAGGAAAAGAAACCTGATGTAGGATTTGGTCGAATTATTCGTTATA
ATGCTCCTGAATGGCCATTTATTTTGGTTGGATGTATTGCTGCATGTTTGAATGGTGGAGTTCAGCCA
GCATTTGCTGTCATCTTTGCAGAATTAATCGGAGTTTTTGCAGAACAAGATCCAGACAAACAGGAAA
AAGAAGTTCTAATGTATTGTTTGATATTACTTGGTATTGGTGTAGCAGGTTTCATAGGATTCTTTTTACA
GGGTGCCATGTTTGGTAGATCTGGAGAAAACTTGACCATGAGAATCAGAAAAAATACATTCAGGGCA
ATGATTAGACAGGATATATCCTGGTATGATGATCATAAGAATTCTACAGGAGCTCTAACTACAAGACT
GGCAGTTGATGCTTCTCAAGTACAAGGGGCTGCTGGTGCCAGACTGGGTAGCTTGGTACAAAACAT
TGCTAACATGGGAACAGCACTGGTTATTTCCTTTATCTATGGATGGCAACTTACTCTTGTTATCATTG
CATTCTTGCCTGCCATTGCTGTGGGTGGAGCTTTACAGATGAAAATATTAAATGGAGTTGCTGGGCA
AAATAAAGAAGCATTGGAGGAAGCAGGCAAAATTGCTACGGAGGGTGTCGAAAATATACGGACAGT
AGCATCATTGACAAGGGAAGACAGGATACACGATATATATCTTGAAAGTCTAAGGGGACCATATAAG
GCTGCTCTTAAGAAAGCACATGTGGCAGGATTTGCTTTCTCCTTCTCTCAATCTGTTATCTTCTTTGC
CTATGCTGGAGCTTTCTTTTTTGGAGCGTACATGATCAAAG
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Fragmento 5 (MDR2 Fr Fw+MDR2 Fr Rv) 640 pb (7 clones)

TGGTGAGAGAGGAGCCCAGCTTAGTGGGGGACAAAAACAGAGAGTGGCCATTGCTAGAGCACTTG
TACGAGATCCAAAAATACTTCTTCTTGATGAAGCTACTTCAGCCCTAGACACAGAAAGTGAGTCCAT
AGTACAGGAAGCTTTAGACAAAGCTAGAGCAGGTAGAACAACACTAGTTATTGCTCATAGACTTTCC
ACCATCAAAAACGCTGATATTATTGCTGGCTTTAAGGAGGGTGTGATTGTAGAACAAGGAACTCATG
ATCAACTGATGGCTAAGAGTGGAGTCTATAACTCACTTGTGACACTACAGACAAAGAAAGTAGATGT
AGAAGTTGAGGCAGAAGAGGAAGAATTAATAAAGGAATACACAGAAGGAATTAAAGATACAGACAAG
AAGAAATTACACCGTGGGATGTCTACTTTATCAGATGGCAAATCGGCAGCTCTAGAGAAACAAGAAT
CTGTGACCGATAAAAAGAAAAAGAAGAAAGGAAAGAAGGGAGAAGAGGAAGAAAAGGAAAAGAAA
CCTGATGTAGGATTTGGTCGAATTATTCGTTATAATGCTCCTGAATGGCCATTTATTTTGGTTGGATGT
ATTGCTGCATGTTTGAATGGTGGAGTTCAGCCAGCATTT

FwRc1 FwRc3
+Rv2  FwRc3 +Rv2
+Rvl

« FwRcl
+Rvl

Fragmento 5

Fragmentos 5y 6
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Fragmento 6 (MDR2 Race3’ Fw1& Fw3+MDR2 Rv1&FRv2) 1161-1249 pb (8 clones)

AAGAAGGGAGAAGAGGAAGAAAAGGAAAAGAAACCTGATGTAGGATTTGGTCGAATTATTCGTTATA
ATGCTCCTGAATGGCCATTTATTTIGGTTGGATGTATTGCTGCATGTTTGAATGGTGGAGTTCAGCCA
GCATTTGCTGTCATCTTTGCAGAATTAATCGGAGTTTTTGCAGAACAAGATCCAGACAAACAGGAAA
AAGAAGTTCTAATGTATTGTTTGATATTACTTGGTATTGGTGTAGCAGGTTTCATAGGATTCTTTTTACA
GGGTGCCATGTTTGGTAGATCTGGAGAAAACTTGACCATGAGAATCAGAAAAAATACATTCAGGGCA
ATGATTAGACAGGATATATCCTGGTATGATGATCATAAGAATTCTACAGGAGCTCTAACTACAAGACT
GGCAGTTGATGCTTCTCAAGTACAAGGGGCTGCTGGTGCCAGACTGGGTAGCTTGGTACAAAACAT
TGCTAACATGGGAACAGCACTGGTTATTTCCTTTATCTATGGATGGCAACTTACTCTTGTTATCATTG
CATTCTTGCCTGCCATTGCTGTGGGTGGAGCTTTACAGATGAAAATATTAAATGGAGTTGCTGGGCA
AAATAAAGAAGCATTGGAGGAAGCAGGCAAAATTGCTACGGAGGGTGTCGAAAATATACGGACAGT
AGCATCATTGACAAGGGAAGACAGGATACACGATATATATCTTGAAAGTCTAAGGGGACCATATAAG
GCTGCTCTTAAGAAAGCACATGTGGCAGGATTTGCTTTCTCCTTCTCTCAATCTGTTATCTTCTTTGC
CTATGCTGGAGCTTTCTTTTTTGGAGCGTACATGATCAAAGAAAGGGAAATGGACTTTGTTGATGTTT
TTAAGGTATTTTCTGCCATTGTGTTTGGAGCTATGGCTTTAGGACAGGCCAGTGCATTTGCACCAGA
TGCAGCTAAAGCCCAGGCCTCATCAGAAGTTATCTTCCCTTTGTTGGATACAACACCAACCATTGAT
GCTGAGTCTGATAAAGGAGAGAAACCACATGCTGAAACAGTAACCAGTACTGTCACATTTAGAGAC
TGCAAGTTCAGGTACCCTACTCGACCAGATGTTGAGGTCCTACAGGGATTGACATTGACGGTAGAT
CCAGGACAGACACTGGCATTAGTGGGGACCAGTGGATGTGGAAAGTCAACTACAGTTGCCCTGAT
TGAAAGATTTTATGACGTAGA

Fragmento 7 (MDR2 Rc 3'Fw4 +MDR2 Ultimo 2 Rv) 1117 pb (6 clones)

GTGTTTGGAGCTATGGCTTTAGGACAGGCCAGTGCATTTGCACCAGATGCAGCTAAAGCCCAGGC
CTCATCAGAAGTTATCTTCCCTTTGTTGGATACAACACCAACCATTGATGCTGAGTCTGATAAAGGA
GAGAAACCACATGCTGAAACAGTAACCAGTACTGTCACATTTAGAGACTGCAAGTTCAGGTACCCT
ACTCGACCAGATGTTGAGGTCCTACAGGGATTGACATTGACGGTAGATCCAGGACAGACACTGGCA
TTAGTGGGGACCAGTGGATGTGGAAAGTCAACTACAGTTGCCCTGATTGAAAGATTTTATGACGTAG
AGGCAGGATCTGTGTTGCTTGATAAGTATAACGTGAAAGATCTGAATGTACCATGGTTACGATCTCAG
ATCGGAATTGTATCCCAGGAACCCATATTATTTGACTGTAGTATCAGAGACAATATTGCTTATGGTGA
CAACAGCCGAACACCAAGTATGGACGAGATAATCAAAGCTGCTAGGAACGCTAACATTCATGAATTT
ATATCATCTTTACCAGATGGTTATGACACTAATGTTGGTGACAAGGGGACACAACTGAGTGGTGGAC
AGAAACAACGTGTAGCTATTGCCAGAGCTTTGTTACGTAATCCAAGGATCTTACTCTTAGATGAGGC

continda...
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TACATCTGCTCTAGATACAGAAAGTGAAAAGATTGTACAAGAAGCTTTAGACAAGGCCAGAGCGGG
CAGAACATGTATTGTTATTGCCCATAGATTATCAACCATACAGAATGCTGACAAGATTTGTGTGATTAA
ACATGGTACTGTCAGTGAAGAAGGAAAACACAATGATCTTATGGCCAAACAGGGAATTTATTACAAG
TTGAATATGGCACAGAAACGACAGAAATAAACCTTCTTACTTTATCCCTCATTTGTGAAAATTTGTGA
TTATATTTAACTAAAAAGGAAACATTTTCCTTATTCTTACATTGTAATGATTGTAATGTAATATAGTGATC
AAACTAGGAGCTGTGAAGTATAAAATGAAAGTTGAAGGTTTTTTTGTAGTTTATCATGTGAAAGAGAA
GTTAATAGATGGTTAATAAAGTGCTGTGTATTGTAAGTGC

Fragmento 7 Fragmento 8

Fragmentos 7y 8

Fragmento 8 (Race 3'- MDR2 Fin Rc3') 591 pb (1 clon)

AGCTGCTAGGAACGCTAACATTCATGAATTTATATCATCTTTACCAGATGGTTATGACACTAATGTTGG
TGACAAGGGGACACAACTGAGTGGTGGACAGAAACAACGTGTAGCTATTGCCAGAGCTTTGTTACG
TAATCCAAGGATCTTACTCTTAGATGAGGCTACATCTGCTCTAGATACAGAAAGTGAAAAGATTGTAC
AAGAAGCTTTAGACAAGGCCAGAGCGGGCAGAACATGTATTGTTATTGCCCATAGATTATCAACCAT
ACAGAATGCTGACAAGATTTGTGTGATTAAACATGGTACTGTCAGTGAAGAAGGAAAACACAATGAT
CTTATGGCCAAACAGGGAATTTATTACAAGTTGAATATGGCACAGAAACGACAGAAATAAACCTTCTT
ACTTTATCCCTCATTTGTGAAAATTTGTGATTATATTTAACTAAAAAGGAAACATTTTCCTTATTCTTAC
ATTGTAATGATTGTAATGTAATATAGTGATCAAACTAGGAGCTGTGAAGTATAAAATGAAAGTTGAAGG
TTTTTTTGTAGTTTATCATGTGAAAGAGAAGTTAATAGATGGTTAAT
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Algunos fragmentos obtenidos y un gran numero de los clones que se envia-
ron a secuenciar resultaron ser secuencias de las que no se obtuvieron los re-
sultados esperados (ya que no se encontraban campos abiertos de lectura, o
presentaban un parecido elevado con otros genes distintos) y, en algunos ca-
sos, estaban “sucias” (los picos de los cromatogramas recibidos no eran claros,
por lo que no es posible designarle ningtin nucleétido y la secuencia final no
se podia obtener). Por tanto, estos clones tuvieron que ser descartados y no se

pudieron utilizar para la obtencion de las secuencias finales.

Finalmente, los clones de todos los fragmentos fueron ensamblados (CAP),
obteniéndose una secuencia de cDNA de 4271 pb, que contienen la regién co-
dificante completa para la proteina MDR1/ABCBI en mejillon, mientras que
para la MDR2/ABCB2 fue de 4417 pb. Los ntimeros de acceso en las bases de
datos para su localizacién son: FM999809 y HF912273, respectivamente.

El marco de lectura abierto de las secuencias de mdrl y mdr2 se estudi6é usando
la herramienta informatica ORF Finder (Open Reading Frame Finder, NCBI).
MdrlI presentaba un marco abierto de lectura de 3924 pb, codificando para
una proteina de 1307 aminoacidos y con un peso molecular de 143.91 kDa,
calculado por el programa en linea Protein Molecular Weight Calculator

(http://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm).

Se basa en un calculo obtenido al sumar los pesos atémicos individuales de los
atomos que componen los aminoacidos presentes, pero no tiene en cuenta
ciertas modificaciones que se producen en las proteinas y que hacen variar el
peso molecular como, por ejemplo, la glucosilacion. Las regiones 5’ y 3’ no
traducidas contienen 189 pb y 161 pb, respectivamente. La secuencia del
cDNA para la mdr2 presenta 4104 pb, codificando para una proteina de 1367
aminodcidos, con un peso molecular deducido de 150,37 kDa. Las regiones
no traducidas de esta proteina comprenden 117 pb hacia el lado 5’ y 196 pb

en el extremo 3’.
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> mdr1 FM999809 (MDR1F, MDR1R2, , MDR1R, MDRMg-Fw, MDR End Nested 3)

GACTAGTTGATTTCATTTCTTATGCAATAGCCAAATATAAATGATTACAAACTAGAGTTGTCTTTAAATT
CGGATTTACAAGTCGACAAATAAAGTTCTGTACAGAGAGTTTCCATTAGTCAGAGCTGGGACATAAT
TTATTGTTAGTATAGTAGTCCCAGGTCCGAGCGATATTTTGTTATCAAGAAAATGAGTAAAAGCGAAG
AGAGAAAGCCTCTTCTGGGTGACGCAAGTGACGAGCAGGAATCCTACACAGACAAAGATAAGAAG
AAGGACAAAGAAAAGAAAAAACCAGATGGACCTCCCCCAGCCACACTGGGACAATTGTTCCGCTA
TGCTACGTGTGTGGACATAATCTGTATCCTGTTTGGTTCCCTGTTTTCACTTGCTCATGGAGCAGGA
TGGCCAGTTTTGTCCATTGTTATGGGTCAGATGACAGACACTTTTGTAGCAGGACCAAATGGATCAT
TGATACCTCCAGACCCTAATGCCACACACAATCCTAATGTTACTGTAGAATCTTTTGAAGACAAGAT
GACGACATATGCATTATATTATTTAATCATTGGTGGCGTAGTACTCCTCTCTGGTTATTTACAGATCGC
ATGTTTTATGACAGCCTGTGAGAGACAAGTAAACAAGATTAGAAAACAATTTTTCCAAGCTATATTAC
GACAGGAGATTGGCTGGTTTGATAAACATCAGAGTGGTGAACTGACAACCAGATTATCGGATGATTT
AGAAAGAGTGAGAGAAGGCATCGGAGACAAGCTAAGTCTTTTGATACAGTTCGTAGCTCAGTTTTTT
GCTGGATTTGCCATTGGATTTTATAAAAGTTGGAATATGACGTTAGTTATGATGTCACTGACACCTCTA
CTGGCCATTCTGGGTGGTTATTTCTCAGGACTGATGCAAAACTTTGCGAAAAGAGAACAAGCCTTAT
ATGCTGACGCTGGAAGTGTAGCAGAAGAAGTTATATCTTGTATGAGAACTGTGGTATCATTTAATGGT
CAAAAACAGGAAGTGAAAAGATACGGAAAATCTTTGGAAGAAACAAAACAAATAGGGATAAAGAAAT
CCATGGTAACTGATTTGTTGCTTGGTAGTTTATATCTTGTCATGTTTGGAGATTATGCACTGTCATTTT
GGTATGGAAATGAACAAGTAAAAAAATTCATAACATCTAACGGAGAAGATGGTATCACACCTGGTAC
AGTCCTCACAGTATTTTTCTGTGTAATGATTGGTAGTTTCTCAATAGGAAATGCAGCACCAAACATTG
GTTCCTTTGTAACAGCCAAAGGCGCTGCAGCTGTTGTGTATGAAATCATTGACAGAAAACCAAAAAT
AGATGCCAGTTCTGAGAAAGGACAACGCCCACTGTCAATACAAGGAGCATTACAGTTTCTTGGTGT
GAATTTTACTTATCCTACAAGAGAAGATGTACAGGTGCTGACTAATTTTAACCTGTCGATAAAACCTG
GACAAACTGTAGCTTTGGTAGGATCCAGTGGCTGTGGCAAATCTACCATAGTAAATCTCATACAGAG
GTTCTATGACCCAGATGCAGGACAAGTTTTACTTGATGGTAACAACATAAAAGATTTAAATTTGAACT
GGTTACGACAGAACATCGGTGTGGTATCGCAGGAACCAGTCTTGTTTGGCTGCACCATAGCCGAGA
ACATCCGACTAGGGAATCCGAATGCAACCATTACAGAAATAGAACAAGCGGCCAAACAAGCCAATG
CACATGACTTCATAAAAAGTCTTCCTCAGAGTTACAACACACTAGTTGGAGAGCGTGGAGCTCAGT
TATCAGGAGGACAGAAACAACGAGTAG AAGAATCCTAT
TGCTGGATGAAGCTACATCTGCATTAGACTCTGAGAGTGAGAACATTGTACAGGAAGCCCTAGAAA
AGGCAAGACAGGGAAGAACAACCTTGGTGATAGCACATCGTTTGTCCACCATACAGAAAGCAGAC
ATTATATATGTGGTGGATAAAGGAGAGATCATAGAACAGGGAACACATGGTGACCTGATGGACAAAC
AAGGACTGTATCATTCACTGGTCACTGCACAGACATTGGTTAATGAAGATGCAGGATTTCAAAATGA
GTGTGAGGACGCTGAGTTAGCACTAGATGAGGATGAGGAAGAGGAAGCCGCAGATGCTGTACCAG
ATCAAACAGTTAAACGACAAAGATCAAGAATCAAATCTACATCATCAGATGACAAATCACCACAAAA

ATTGTCTCGACAACTCTCCCGACAGACATCAGGACTGTCTGATGGAAAGGACAAAGCTGAAAAAG
continua...
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AGGAGGAGCCTGAAGAACAAGAAGAATATGAACCACCGAGGTACTTCCGTATGATCCATGAAAATC
AACCAGAATGTGGATTTATTGTGCTTGGGATTATGGCATCTTGTGTCGCTGGATGTACGATGCCAGC
ATTTGCTATATTCTTTGGAGAAATGATTAAGGTATTCATAGAGCTTGGAAATAATGGTCTTTTATGGAGT
ATGATGTTTTTGGCTCTCGGAGGAATTAATTTTCTGGTCTATTTTGTACAGGCTTCTAGTTTTGGTATAT
CTGGTGAGAGACTGACCCAGCGTCTCAGGCTCGGTACATTTAATGCCTACATGAGACAAGATATAG
CTTTCTATGATGACAAGTTCCACTCTACAGGAGCTCTAACAACCAGACTGGCTACAGATGCATCCTT
AGTTAAAACAGCAACAGGTGTGAGAATTGGAATGGTTTTCCAGTCAATGTTTGGACTGGTAGCAGC
CCTGGTTATAGCCTTCTATTATGGGTGGGCTCTAGCTCTTGTTGTACTTGGCATTGTACCAATAATTG
GTTTTGCAAGTAGCCTACAGATAAAAGTTTTAAAGGGAAGACATGAGGAAGATAAAGGAAAACTAGA
GGAGGCTGGGAAGACAGCTGCAGAAACTATTGAGAATATCAGAACTGTCCAGTCCTTGACCACAG
AGAAACATTTCTATCACGAATATTCGCATTCTCTTGTGGGACCACTCAGATCCATGATAAAGCAAGC
CCACTGGTATGGTATAGCATTTGGTTTAGGTCAAGGTGTTATCTTCATGACCTATGCTGGTGCCTTTA
GATTTGGTGCGTGGCAAGTGGAGATAGGAGAAATGACAGCTGATAATGTGTTCAAGGTGTTCTTTGC
CATTGCCTTCACTGCCATGGTGATTGGACAATCATCCTCATTTCTGCCAGAGTATTCAAAGGCCAAA
CATGCTGCTGGATTGATTTTCAAAGCATTTGACACTGTACCATCTATAGATATATACTCCAAAAGAGG
AACGTATCTGCAAAAAGTGGATGGTTTGATACAGTTTAAAGATGTCAATTTCTGTTACCCAACTAGAC
CAGAGGTAAAGGTCTTGAAGGGAGTGAATATGAAGGTGGAGCCAGGACAGACTGTGGCTCTTGTG
GGACAAAGTGGGTGTGGCAAGTCTACAGTTATCTCCCTTTTACAGAGATTCTATGATCCTGAGTCAG
GGGAAATTATGATAGATGGTATAGATATAAAAGACCTACATCTTCACAAAATGAGGTCATTTATTAGCG
TGGTCAGTCAGGAACCGATCCTGTTTAATTGTAGTATCAGTGACAACATAGCTTATGGTCTGGAGGA
AACTGCAGGGATGGATGATGTTATTGCTGCTGCTAGAGATGCTAATATTCATGAGTTTATTACTAGTCA
GCCAATGGGTTATGACACAATAGTTGGTGAGAAGGGGACACAACTGTCTGGTGGACAGAAGCAGC
GTGTTGCCATAGCAAGAGCTTTGATTAGAAATCCCAAAATTCTCTTGTTAGATGAGGCTACATCAGCA
TTAGATTCAGAGAGTGAAAAGTTGGTACAAGAAGCATTAGACAAAGCACAAGAAGGTCGTACATGTA
TTGTGATAGCCCATCGTCTTTTTACGATTCAGAATGCTGATGTGATCTTTGTAATGGACAGTGGCGCC
ATCGTAGAAAGTGGTACACACCAGACTCTTTTAGCGAAGAAAGGAGTGTACAATTCCTTAGTTAGTG
CACAGCAGTTTATAAAATAG TATTTAACATATATTTAGGATTTTTTAATTIGTTTGTACTTTTTTAAAATTT
ATATTATGTAAAATAAGGTCACTTGACCTCATTTTCAGGATTTTIGTTCATACTCCAGTATTAAAATTGT
GATGAATCAGTTTACTAAATGTATTAAAATATTAAA

Figura 39a. Secuencia nucleotidica completa de mar7 de M. galloprovincialis. Las zonas en itdlica corres-
ponden a las regiones 5"y 3" no traducidas. Los cebadores usados estan marcados con distintos colores.
Codon iniciacion Met en subrayado doble. Codon de terminacion Stop en letra sobre fondo gris. Subraya-
dos, los cebadores empleados en la RT-gPCR. En colores, la localizacion de los distintos cebadores usa-
dos para la obtencion de los fragmentos.
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>mar2 ( , MDR2gRT Fw&Rv, MDR2Fr-Fw, , MDR2Race3'Fwe,
, MDR2Race3'Fw4, MDR2-Rv1, , MDR2FinR3’ Fw).

GTACGTCAACAACTGGAGGGAGATATATAAAGGTTGGATTCCACGGTTATCTAATTTGGATTTAGCCA
AACATATCAAAACCATATATGCTTTTGTTGAAAATTAGAGTAAAGAGTTA
ATAAGCCTACAGCTACAGAAGGAAATGGTCAGTTACAACAGAATGGTGCTAATGGGATACCA
GATCCTGATATTGATACAAGACCAGCATCCACTGCAGATCCAGACAAAGTAAATTTTAAAAATGGAC
GAGTGTCTCCTACAGATAAAAGTGACAAAGATGAAAAAGATAAAGATAAAGATAAAGAGAAGAAAGA
ACCAGAAAAAATGGTCGGCTTCTTTGAAGTGTTTAAATTCTCCACATGTGTAGACAAGTTACTGATGA
TTTTTGGTTCCATCTTTGCCTTGGCCCACGGAGCAGCATTACCAGCTATGATTATTGTGTTTGGAGA
CATGACAGATTTGTTTGTAGAATCAGGGATGTTTGAACAATTTTTAAACGATATTAGAAGTTATTTACCT
ACACTTGGATACACATACGATCAAGTCTACGACAATCCTTTATTACTGAATAATAACCGCACAGCAAT
TCAAGCACAATTGAACTATACTATTGACTGGAAATGGCTTGAAGTCCAAGATGAACTCCTGGATCAA
ATGAAAACATTTGCATTATATTACATAGCCATAGCTGGTGGTGTTATGGTATGTGGCTACGTCCAGGT
CAGTTTTTGGGCAGTTGCAGCTGAGAGACAAGCACACAGAATAAGGGACATGTTTCTACGAAATGT
TCTTAGACAAGAGATTGGATGGTTTGATACACATGAGACAGGAGAACTCAACACTCGTTTATCAGAT
GACATCAATAAGATTCATGAAGGTATTGGTGACAAGATGGGTTCCTGTCTACAGTGGACCTCTGGTT
TCCTGACTGGATTTATCATTGGATTCATATATGGGTGGAAACTTACCTTGGTTATATTGGCCATCAGTC
CTTTATTAGCTGTTACAGGATTTGTAATGAATAAGCTTGTAGCAGACATGTCTTCTAAAGAATCTGAAG
CTTATGCTAAAGCAGGGGCCATTGCAGAGGAAGTATTTAGTTCTATTAGAACAGTGGTCAGTTTTGGT
GGACAGCAAAAGGAATGCCAAAGGTACAATTCCCACCTACAGACTGCCAAGGATGTTGGTATTAAG
AAGGGTTATACTAATGGCTTTTCTGTGGGATTAGTATATGTTGTTATGTTTGGAGCCTATGCTCTTGGG
TTTTGGTATGGAGCCAAACTGGTTAGAGAGGAATCTGACACCTACACCATTGGAAAAGTTTTGATTAT
ATTTTTCTCTGTTTTGATTGGTGCGTGGTCCATTGGTAATGTTGCTCCACCACTTCAATCATTGGCAT
CGGCCAGGGGAGCAGCTTTTGTTGTCTTTGACATCATAAAATTGGTTCCAGAGATTGACAGCTATTC
TGAAGAAGGATCAAAGCCTGACAAGGTGACAGGAAATATACAGTTCAGGAATGTTAAATTTACCTAT
CCTGCTAGGAAGGAAGTACAGGTTTTGAAGGGTGTGGACCTTACTGTACAACCTGGTCAGACAGTG
GCCCTGGTAGGATCAAGTGGGTGTGGTAAAAGTACATGTGTACAGTTAATGACCAGATTTTACGACC
CAGAAGGAGGAACTATTACTCTGGATGGAAATAATCTGAAGGATTTAAATGTGAAATGGTTGAGAGAA
CATATTGGTATTGTCAGCCAGGAACCAATCTTGTTTGCCATGTCAATCAAAGATAATATAAGAATGGG
ACGGAATAATGTTACTGATGATGAAGTCATTGCAGCCACCAAAATGGCTAATGCTTACAACTTTATAA
TGGATCTCCCTGAAAAATTTGATACATTAGTTGGTGAGAGAGGAGCCCAGCTTAGTGGGGGACAAA
AACAGAGAGTGGCCATTGCTAGAGCACTTGTACGAGATCCAAAAATACTTCTTCTTGATGAAGCTAC
TTCAGCCCTAGACACAGAAAGTGAGTCCATAGTACAGGAAGCTTTAGACAAAGCTAGAGCAGGTAG
AACAACACTAGTTATTGCTCATAGACTTTCCACCATCAAAAACGCTGATATTATTGCTGGCTTTAAGG
AGGGTGTGATTGTAGAACAAGGAACTCATGATCAACTGATGGCTAAGAGTGGAGTCTATAACTCACT

TGTGACACTACAGACAAAGAAAGTAGATGTAGAAGTTGAGGCAGAAGAGGAAGAATTAATAAAGGAA
continua...
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TACACAGAAGGAATTAAAGATACAGACAAGAAGAAATTACACCGTGGGATGTCTACTTTATCAGATG
GCAAATCGGCAGCTCTAGAGAAACAAGAATCTGTGACCGATAAAAAGAAAAAGAAGAAAGGA
AAAGAAACCTGATGTAGGATTTGGTCGAATTATTCGTTATAATGC

TCCTGAATGGCCATTTATTT ATG

GCTGTCATCTTTGCAGAATTAATCGGAGTTTTTGCAGAACAAGATCCAGACAAACAGGAAAAAGA
AGTTCTAATGTATTGTTTGATATTACTTGGTATTGGTGTAGCAGGTTTCATAGGATTCTTTTTACAGGGT
GCCATGTTTGGTAGATCTGGAGAAAACTTGACCATGAGAATCAGAAAAAATACATTCAGGGCAATGA
TTAGACAGGATATATCCTGGTATGATGATCATAAGAATTCTACAGGAGCTCTAACTACAAGACTGGCA
GTTGATGCTTCTCAAGTACAAGGGGCTGCTGGTGCCAGACTGGGTAGCTTGGTACAAAACATTGCT
AACATGGGAACAGCACTGGTTATTTCCTTTATCTATGGATGGCAACTTACTCTTGTTATCATTGCATTC
TTGCCTGCCATTGCTGTGGGTGGAGCTTTACAGATGAAAATATTAAATGGAGTTGCTGGGCAAAATA
AAGAAGCATTGGAGGAAGCAGGCAAAATTGCTACGGAGGGTGTCGAAAATATACGGACAGTAGCAT
CATTGACAAGGGAAGACAGGATACACGATATATATCTTGAAAGTCTAAGGGGACCATATAAGGCTGC
TCTTAAGAAAGCACATGTGGCAGGATTTGCTTTCTCCTTCTCTCAATCTGTTATCTTCTTTGCCTATG
CTGGAGCTTTCTTTTTTGGAGCGTACATGATCAAAGAAAGGGAAATGGACTTTGTTGATGTTTTTAAG
GTATTTTCTGCCATTGTGTTTGGAGCTATGGCTTTAGGACAGGCCAGTGCATTTGCACCAGATGCAG
CTAAAGCCCAGGCCTCATCAGAAGTTATCTTCCCTTTGTTGGATACAACACCAACCATTGATGCTGA
GTCTGATAAAGGAGAGAAACCACATGCTGAAACAGTAACCAGTACTGTCACATTTAGAGACTGCAA
GTTCAGGTACCCTACTCGACCAGATGTTGAGGTCCTACAGGGATTGACATTGACGGTAGATCCAGG
ACAGACACTGGCATTAGTGGGGACCAGTGGATGTGGAAAGTCAACTACAGTTGCCCTGATTGAAAG
ATTTTATGACGTAGA ATAAGTATAACGTGAAAGATCTGAATGTACCAT
GGTTACGATCTCAGATCGGAATTGTATCCCAGGAACCCATATTATTTGACTGTAGTATCAGAGACAAT
ATTGCTTATGGTGACAACAGCCGAACACCAAGTATGGACGAGATAATCAAAGCTGCTAGGAACGCT
AACATTCATGAATTTATATCATCTTTACCAGATGGTTATGACACTAATGTTGGTGACAAGGGGACACA
ACTGAGTGGTGGACAGAAACAACGTGTAGCTATTGCCAGAGCTTTGTTACGTAATCCAAGGATCTTA
CTCTTAGATGAGGCTACATCTGCTCTAGATACAGAAAGTGAAAAGATTGTACAAGAAGCTTTAGACA
AGGCCAGAGCGGGCAGAACATGTATTGTTATTGCCCATAGATTATCAACCATACAGAATGCTGACAA
GATTTGTGTGATTAAACATGGTACTGTCAGTGAAGAAGGAAAACACAATGATCTTATGGCCAAACAG
GGAATTTATTACAAGTTGAATATGGCACAGAAACGACAGAAATAAACCTICTTACTTTATCCCTCATT
TGTGAAAATTTGTGATTATATTTAACTAAAAAGGAAACATTTTCCTTATTCTTACATTGTAATGATTGTAA
TGTAATATAGTGATCAAACTAGGAGCTGTGAAGTATAAAATGAAAGTTGAAGGTTTTTTIGTAGTTTAT
CATGTGAAAGAGAAGTTAATAGATGGTTAATAA

Figura 39b. Secuencia nucleotidica completa de mar2 de M. galloprovincialis. Las zonas en itdlica corres-
ponden a las regiones 5"y 3" no traducidas. Los cebadores usados estan marcados con distintos colores.
Codon iniciacion Met en subrayado doble. Codon de terminacion Stop en letra sobre fondo gris. Subraya-
dos, los cebadores empleados en la RT-gPCR. En colores, la localizacion de los distintos cebadores usa-
dos para la obtencion de los fragmentos.
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El analisis de la secuencia de aminoacidos se llevo a cabo con el programa on-
line Prosite (http://ca.expasy.org/prosite/) y por el software que se puede
encontrar en la pagina del NCBI (National Center for Biotechnology Information):
Conserved Domain Database CDD search (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/Structu-
re/cdd/cdd.shtml). Ambos programas predijeron la existencia de una organi-
zacion estructural caracteristica de los transportadores ABCB, con la presen-
cia de dos partes. En cada una de ellas se pueden observar el dominio
transmembrana (TMD) y el dominio de union al nucleétido (NBD), donde
pueden ser localizados los motivos caracteristicos y altamente conservados de
los transportadores ABC. Entre ellos, una region caracteristica de los transpor-
tadores de la familia ABC, firma de las ABC o motivo C, en concreto el que
identifica a la subfamilia ABCB: LSSGQKQRVA, ademas de otros motivos con-
servados, como A-loop, Walker A, Q-loop, Walker B, D-loopy H-loop (Figura 40, a

continuacion).

MDRI1

MSKSEERKPLLGDASDEQESYTDKDKKKDKEKKKPDGPPPATLGQLFRYATCVDIICILFGSLFSLAHG
AGWPVLSIVMGQMTDTFVAGPNGSLIPPDPNATHNPNVTVESFEDKMTTYALYYLIIGGVVLLSGYLAQI
ACFMTACERQVNKIRKQFFQAILRQEIGWFDKHQSGELTTRLSDDLERVREGIGDKLSLLIQFVAQFFAG
FAIGEYKSWNMTLVMMSLTPLLAILGGYFSGLMQNFAKREQALYADAGSVAEEVISCMRTVVSFNGQ
KQEVKRYGKSLEETKQIGIKKSMVTDLLLGSLYLVMFGDYALSFWYGNEQVKKFITSNGEDGITPGTVL
TVEFCVMIGSFSIGNAAPNIGSFVTAKGAAAVVYEIIDRKPKIDASSEKGQRPLSIQGALQFLGVNFTYPT
REDVQVLTNFNLSIKPGQTVALVGSSGCGKSTIVNLIQRFYDPDAGQVLLDGNNIKDLNLNWLRQNIGY
VSQEPVLFGCTIAENIRLGNPNATITEIEQAAKQANAHDFIKSLPQSYNTLVGERGAQLSGGAKQRVAIA
RALIRDPRILLLDEATSALDSESENIVQEALEKARQGRTTLVIAHRLSTIQKADIIYVVDKGEIIEQGTHGDL
MDKQGLYHSLVTAQTLVNEDAGFQNECEDAELALDEDEEEEAADAVPDQTVKRQORSRIKSTSSDDKSP
QKLSRQLSRQTSGLSDGKDKAEKEEEPEEQEEYEPPRYFRMIHENQPECGFIVLGIMASCVAGCTMPA
FAIFFGEMIKVFIELGNNGLLWSMMFLALGGINFLVYFVQASSFGISGERLTQRLRLGTFNAYMRQDIAF
YDDKFHSTGALTTRLATDASLVKTATGVRIGMVFQSMFGLVAALVIAFYYGWALALVVLGIVPIGFASSL
QIKVLKGRHEEDKGKLEEAGKTAAETIENIRTVQSLTTEKHFYHEYSHSLVGPLRSMIKQAHWYGIAFGL
GQGVIFMTYAGAFRFGAWQVEIGEMTADNVEKVFFAIAFTAMVIGQSSSFLPEYSKAKHAAGLIFKAFD
TVPSIDIYSKRGTYLQKVDGLIQFKDVNFCYPTRPEVKVLKGYNMKVEPGQTVALVGASGCGKSTVISL
LQRFYDPESGEIMIDGIDIKDLHLHKMRSFISVVSQEPILFNCSISDNIAYGLEETAGMDDVIAAARDANI
HEFITSQPMGYDTIVGEKGTALSGGQKQRVAIARALIRNPKILLLDEATSALDSESEKLVQEALDKAQEG
RTCIVIAHRLFTIQNADVIFVMDSGAIVESGTHQTLLAKKGVYNSLVSAQQFIK
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MDR2

MPEPELLGYKPTATEGNGQLQQNGANGIPDPDIDTRPASTADPDKVNFKNGRVSPTDKSDKDEKDKD
KDKEKKEPEKMVGFFEVFKFSTCVDKLLMIFGSIFALAHGAALPAMIIVFGDMTDLFVESGMFEQFLN
DIRSYLPTLGYTYDQVYDNPLLLNNNRTAIQAQLNYTIDWKWLEVQDELLDQMKTFALYYIAIAGGVM
VCGYVQVSFWAVAAERQAHRIRDMFLRNVLRQEIGWFDTHETGELNTRLSDDINKIHEGIGDKMGSCL
QWTSGFLTGFIGFIYGWKLTLVILAISPLLAVTGFVMNKLVADMSSKESEAYAKAGAIAEEVFSSIRTVVS
FGGQAKECQRYNSHLQTAKDVGIKKGYTNGFSVGLVYVVMFGAYALGFWYGAKLVREESDTYTIGKVL
IFFSVLIGAWSIGNVAPPLQSLASARGAAFVVEDIIKLVPEIDSYSEEGSKPDKVTGNIQFRNVKFTYPAR
KEVQVLKGVDLTVQPGQTVALVGSSGCGKSTCVALMTRFYDPEGGTITLDGNNLKDLNVKWLREHIGI
VSQEPILFAMSIKDNIRMGRNNVTDDEVIAATKMANAYNFIMDLPEKFDTLVGERGAQLSGGQKQRVAI
ARALVRDPKILLLDEATSALDTESESIVQEALDKARAGRTTLVIAHRLSTIKNADIIAGFKEGVIVEQGTHD
QLMAKSGVYNSLVTLQTKKVDVEVEAEEEELIKEYTEGIKDTDKKKLHRGMSTLSDGKSAALEKQESVT
DKKKKKKGKKGEEEEKEKKPDVGFGRIIRYNAPEWPFILVGCIAACLNGGVQPAFAVIFAELIGVFAEQD
PDKQEKEVLMYCLILLGIGVAGFIGFFLAQGAMFGRSGENLTMRIRKNTFRAMIRQDISWYDDHKNSTG
ALTTRLAVDASQVQGAAGARLGSLVANIANMGTALVISFIYGWQLTLVIIAFLPAIAVGGALQMKILNGVA
GQNKEALEEAGKIATEGVENIRTVASLTREDRIHDIYLESLRGPYKAALKKAHVAGFAFSFSQSVIFFAYA
GAFFFGAYMIKEREMDFVDVFKVFSAIVFGAMALGQASAFAPDAAKAQASSEVIFPLLDTTPTIDAESD
KGEKPHAETVTSTVTFRDCKFRYPTRPDVEVLQGLTLTVDPGQTLALVGTSGCGKSTTVALIERFYDVE
AGSVLLDKYNVKDLNVPWLRSQIGIVSQEPILFDCSIRDNIAYGDNSRTPSMDEIIKAARNANIHEFISSL
PDGYDTNVGDKGTQLSGGQKQRVAIARALLRNPRILLLDEATSALDTESEKIVQEALDKARAGRTCIVIA
HRLSTIQNADKICVIKHGTVSEEGKHNDLMAKQGIYYKLNMAQKRQK

Figura 40. Secuencias de las proteinas mar1y madr2 de M. galloprovincialis. Las secciones subrayadas
corresponden a hélices transmembrana ubicadas en el dominio de transmembrana (TMD). Los nucleoti-
de-binding domains (NBD) contienen los motivos conservados que se muestran sombreados (por orden
de aparicion): A-loop, Walker A, Q-/oop, firma ABC o motivo C, Walker B, D-loop y H-loop. Los potencia-
les lugares de N-glucosilacion estdn resaltados con subrayado doble.

Un analisis adicional de las secuencias aminoacidicas (MDR1 y MDR2) se rea-
liz6 utilizando el algoritmo Polyphobius (http://phobius.sbc.su.se/poly.html;
Kall et al., 2004), con el fin de diferenciar las regiones hidré6fobas de las protei-
nas y asi poder conocer su topologia en relacion a la membrana (Figura 41, en
la pagina siguiente). Este analisis diferencia los segmentos transmembrana
(altamente hidrofébicos) de las regiones que estan expuestas en la superficie
de la proteina (dominios hidrofilicos). Se encontraron 12 segmentos (o-héli-

ces, que atraviesan la bicapa lipidica, tanto en la MDR1 como en la MDR2.
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4. Resultados

Cada TMD presenta seis hélices transmembrana, organizacion clasica de otros
transportadores de la familia ABCB. En las proteinas transportadoras ABC
con dos TMD, el extremo N-terminal y el extremo C-terminal de la proteina
estan localizados hacia el citosol. La estructura y conformacion de estas protei-

nas, asi como la localizacion de las regiones y motivos mas caracteristicos, se

pueden observar en la Figura 42.
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Figura 42: Estructura y topologfa en relacion a la membrana de las proteinas MDR1 (arriba) y MDR2 (aba-
jo), en Mytilus galloprovincialis. Gs: posibles zonas de glucosilacion. Los nimeros indican la posicion de
los aminodcidos, situados en las regiones sefialadas.
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Para localizar las zonas de N-glucosilacion de las proteinas se utiliz6 el progra-
ma PP Search (http://www.ebi.ac.uk/Tools/ppsearch/). Las caracteristicas ne-
cesarias para encontrar estas regiones son que presenten la siguiente secuen-
cia de aminoacidos: Asn-X-Thr/Ser (donde X puede ser cualquier
aminodcido excepto prolina). Ademas, debe estar en la region extracelular
(Luckenbach & Epel, 2008). La MDR1 en mejillon contiene tres sitios posibles
de N-glucosilacion en las posiciones 91 (Asn-Gly-Ser), 100 (Asn-Ala-Thr) y 106
(Asn-Val-Thr), mientras que la MDR2 solo presenta dos posibles sitios de
N-glucosilacion en las posiciones 161 (Asn-Arg-Thr) y 170 (Asn-Tyr-Thr). En
ambos casos, se encuentran en el bucle extracelular del extremo NHy del pri-

mer dominio transmembrana (TMDI).

El analisis de similitud de las secuencias fue realizado empleando las principa-
les bases de datos de proteinas, UniProt Knowledgebase, con el programa EBI /
BLASTP (Altschul et al., 1997), utilizando la matriz Blosum62
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/ncbiblast/). Los resultados también se com-
pararon realizando un analisis similar con la base de datos NCBI y también
fueron examinados usando el programa FASTA (Pearson & Lipman, 1988).
La comparacion de similitud de las secuencias peptidicas obtenidas revelo
una elevada identidad y una gran similitud de la secuencia de aminodacidos
con otras proteinas de resistencia multiple frente a farmacos (MDR), tanto en
moluscos bivalvos como en otras especies, confirmando su identidad como
transportadores ABC de la subfamilia ABCB (Tabla 6).

Tabla 6: Identidad de las proteinas MDR en M. galloprovincialis frente a otras MDR de diversos organismos.
Se emplearon los programas informdticos para el alineamiento de secuencias, BLAST y FASTA, sobre las bases
de datos UniProt. Los andlisis se llevaron a cabo, usando la matriz BLOSUM62. Accedido en octubre 2012.

EBI: WU-BLAST EBI: FASTA NCBI: BLASTP
MDR1 | MDR2 | MDR1 | MDR2 | MDR1 | MDR2
Mytilus californianus 91% 52% | 949% | 51,2% 95% 50%
Homo sapiens ABCB1 52% 57% | 491% 56% 49% 56%
Homo sapiens ABCB4/MDR2-3 50% 56% | 48,7% | 552% 49% 55%
Homo sapiens ABCB5 47% 49% | 46,8% 44% 48%
continda...
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Tabla 6 (continuacion)

Homo sapiens ABCB11

Mus musculus ABCB1a

Mus musculus ABCB1bH

Mus musculus ABCB4/MDR3
Mus musculus ABCB5

Mus musculus ABCB11
Rattus norvegicus ABCB1a
Rattus norvegicus ABCB1b
Rattus norvegicus ABCB4/MDR2
Rattus norvegicus ABCB5
Rattus norvegicus ABCB11
Danio rerio ABCB4

Danio rerio ABCBS

Danio rerio ABCB11

Xenopus laevis ABCB1
Platichthys flesus ABCB1
Platichthys flesus ABCB11
Takifugu rubripes MDR
Takifugu rubripes MDR2
Takifugu rubripes MDR3
Takifugu rubripes MDR11
Oncorhynchus mykiss ABCB1
Oncorhynchus mykiss ABCB11
Ciona intestinalis MDR
Crassostrea gigas ABCB1
Crassostrea ariakensis ABCB1

Brachidontes pharaonis ABCB1

EBI: WU-BLAST EBI: FASTA NCBI: BLASTP
MDR1 | MDR2 | MDR1 | MDR2 | MDR1 | MDR2
43% 51% | 434% | 471% 43% 47%
51% 56% 49% | 54,6% 49% 55%
51% 56% | 482% | 54,3% 48% 54%
51% 56% | 482% | 54,3% 49% 54%
46% 49% | 428% | 479% 43% 47%
42% 48% | 431% | 47,6% 42% 48%
52% 95% | 49,9% | 54,8% 49% 55%
52% 54% | 48,4% | 531% 53%
51% 56% | 48,5% | 47,4% 48% 47%
46% 49% | 43,4%
42% 47% | 425% | 47.2% 42% 47%
50% | 486% | 54,8%
47% 52% | 476% | 51,4% 47% 52%
44% 50% | 43,6% | 50,7% 44% 50%
51% 96% | 491% 55% 49% 56%
50% 52% 49% | 53,7% 49% 54%
44% 49% | 43,5% | 50,5% 43% 50%
50% 55% | 47,5% | 53,9% 49% 53%
52% 51% 50,4% 44% 50%
54% 53% 51,9% 46% 51%
43% 49% | 42,7% | 50,5% 43% 48%
51% 57% | 468% | 51,7% 47% 52%
43% 48% | 429% | 48,8% 43% 48%
45% 51% | 458% | 491% 46% 51%
51% 63% 61%
45% 48% | 459% | 47,6% 46% 47%
73% | 41,30% | 66,1% 79%
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Por tanto, en el mejillon Mytilus galloprovincialis, se puede describir la coexis-
tencia de, por lo menos, dos transportadores de membrana homologos, aso-
ciados a la P-glucoproteina (ABCB1/MDRI codificada por mdrl y ABCB2
/MDR2 codificada por mdr2). Comparten una identidad de aminoacidos, en-
tre ellas, de aproximadamente un 50%. Las secuencias obtenidas fueron com-
paradas mediante WU-BLAST vy se realizaron multiples alineaciones de las se-

cuencias con el servidor en linea ClustalW2 EBI.

Los resultados de las comparaciones se pueden ver en la Tabla 7, mientras que
los alineamientos pueden ser consultados en el Anexo 8.2. El nombre de las
proteinas ha sido designado por el orden en que han sido obtenidas. Esto es
debido a que no podemos basarnos en los nombres dados a estas proteinas en
otras especies, puesto que existe una elevada distancia filogenética entre el
mejillon y los seres humanos u otras especies de las que ya se conoce el geno-

ma completo.

Tabla 7: Puntuacion de las comparaciones, por pares, de secuencias de proteinas MDR, obtenidas con el pro-
grama ClustalW. Reflejan el nimero de identidades entre las dos secuencias y Se representa como un porcenta-
ie. Mg: M. galloprovincialis; h: Homo sapiens; Mc: M. californianus; Cg: C. gigas; Ca: C. arakinensis.

SegA Name Length SeqB Name Length Score
1 MgMdr1 1307 2 MgMdr2 1367 50.0
1 MgMdr1 1307 3 hABCB1/MDR1 1279 48.0
1 MgMdr1 1307 4 hABCB4/MDR3 1279 47.0
1 MgMdr1 1307 5 hABCBS 1257 44.0
1 MgMdr1 1307 6 hABCB11 1321 42.0
1 MgMdr1 1307 7 McABS83556.1M 1311 95.0
1 MgMdr1 1307 8 Cg_gi[405970698 1581 46.0
1 MgMdr1 1307 9 Cg|405970024| 1296 63.0
1 MgMdr1 1307 10 Ca_AET34454.1 1333 43.0
2 MgMdr2 1367 3 hABCB1/MDR1 1279 96.0
2 MgMdr2 1367 4 hABCB4/MDR3 1279 56.0
2 MgMdr2 1367 9 hABCBS 1257 48.0
continda...
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Tabla 7 (continuacion)

2 MgMdr2 1367 6 hABCB11 1321 46.0
2 MgMdr2 1367 7 McABS83556.1M 1311 50.0
2 MgMdr2 1367 8 Cg_gi|405970698| 1581 59.0
2 MgMdr2 1367 9 Cg|405970024| 1296 47.0
2 MgMdr2 1367 10 Ca_AET34454 1 1333 46.0

4.2. Estudio filogenético de las proteinas MDR

Una vez fueron elegidas las secuencias que se querian analizar, se introdujeron
en el programa Phylogeny.fr. Primero tuvo lugar un alineamiento y, a continua-
cion, se seleccionaron las zonas mas conservadas (curation). Finalmente, en base a
los aminoacidos elegidos, se construyo el arbol filogenético. Las secuencias y los

analisis empleados se explicaron en el apartado 3.3.13. Analisis filogenético.

Tras el analisis filogenético, se observa que las dos proteinas MDR se encua-
dran en lugares diferentes del arbol. Como se puede observar en la Figura 43
(ver pagina siguiente), la proteina que denominamos MDRI se engloba en un
cluster, muy proxima a la MDR de M. californianus: McABS83556.1, y en grupo
con otras presentes en invertebrados marinos (Lottia gigantea: 1L.g153678 y
Crassostrea gigas: Cg405970024).

Por otra parte, la secuencia de MDR2 también se agrupa con otras, obtenidas
en bivalvos (Brachiodontes faraonis: Bp_CA99869.1 y Crassostrea gigas:
Cg405970698). De esta ultima especie también se encuentran secuenciados al
menos dos genes mdry se puede observar que estan proximos a las distintas
mdr de M. galloprovincialis, 1o que podria indicar que nos encontramos con
proteinas homologas entre especies. Lo mismo ocurre con los genes mdr del

molusco gasteropodo L. gigantea.

Es interesante destacar, por otra parte, que la secuencia analizada de Crassos-
trea arakinensis queda aislada de todas las demas. Esto nos hace suponer que,
debido a la proximidad con los demas bivalvos y, especialmente, con C. gigas,

la secuencia que se ha obtenido en esta especie podria ser una MDR distinta a
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Figura 43. Arbol filogenético generado en MEGA, tras el analisis de la secuencias de protefnas MDR de
diferentes especies. Mg: M. galloprovincialis (encuadradas); H: Homo sapiens, Drosophila melanogaster;
Mc: M. californianus, Bp: Brachidontes pharaonis; Ca: Crassostrea ariakensis; Cg: C. gigas; Dp: Daphnia
pulex; Ci: Ciona intestinalis; Lg: Lottia gigantea; Sp: Strongylocentrotus purpuratus, Sk: Saccoglossus
kowalevskii; Nv: Nematostella vectensis.

Se usa una secuencia ABCB de Trichoplax adherens (Ta) para enraizar el arbol. La historia evolutiva se in-
fiere utilizando el método de maxima verosimilitud, con 2000 réplicas de remuestreo basado en el mo-
delo de matriz Jones-Taylor-Thornton (JTT). Se muestra el arbol con la probabilidad de registro mas alto
(-20621,7166), con el porcentaje indicado junto a las ramas de los taxones asociados y el colapso con
valores menores al 85%. El arbol inicial se obtiene automaticamente de la siguiente manera: cuando el
namero de sitios comunes era <100 0 menos de la cuarta parte del nimero total de sitios, se utilizo el mé-
todo de méxima parsimonia; de lo contrario, se us6 el método BIONJ con MCL distancia matriz. Una dis-
tribucion gamma discreta se utiliza para modelar las diferencias evolutivas entre los diferentes sitios (8
categorfas (distribucion Gamma (G)= 1.4792)). El analisis incluy6 26 secuencias de aminodcidos con un
total de 602 posiciones en el conjunto de datos final.

144



4. Resultados

las encontradas en esta investigacion, lo que sugiere la existencia de, al me-

nos, un tercer gen mdr en bivalvos.

Finalmente, debemos mencionar que especies del filo de los artrépodos,
como la pulga de agua (Daphnia pulex) o la mosca del vinagre (Drosophila mela-
nogaster), forman un cluster que se encuentran alejado en el arbol, debido a
su distancia filogenética. Algo similar ocurre con las secuencias de Homo sa-
piens, que se localizan en un grupo distinto de los que forman los invertebra-

dos marinos.

Para enraizar el arbol, se us6 una secuencia ABCB del placozoo Trichoplax ad-
haerens, debido a que se ha considerado a esta especie una de los primeros ani-
males en la escala evolutiva. Situado en la zona basal del filo de los metazoos, a
los que pertenecen las demas especies que se han utilizado para el analisis, se
consider6 que podria ser utilizado como un ancestro comun, con el cual en-

raizar el arbol.

4.3. Concentracion de acido okadaico en la glandula digestiva

Para conocer como afectaba la presencia de toxinas DSP, fueron enviadas
unas muestras congeladas de glandula digestiva de todos los individuos al Gru-
po de Episodios Toxicos del CIMA (Centro de Investigacions Marinas). Tras el
analisis por HPLC MS/MS, de las muestras de glandula digestiva, se obtuvie-
ron los valores de la concentracion de acido okadaico presente en cada mues-

tra.

Los valores maximos de concentracion se detectan en el muestreo de Bueu3,
cuando los mejillones llevaban expuestos dieciséis dias. Tras setenta y nueve
en presencia de la marea toxica, la concentracion encontrada en los ejempla-

res desciende considerablemente.

Las muestras control (A Pobra do Caraminal) mostraron valores indetectables

por HPLC-MS/MS o niveles minimos de concentracion de toxina.
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La Tabla 8 refleja la concentracion de acido okadaico en las muestras:

Tabla 8. Concentracion de dcido okadaico (ng/g) en glandula digestiva de mejillon (M. galloprovincialis)
por profundidades: 1m, 5my 10m. C: Muestras control. LD: Limite de deteccion. Entre paréntesis el nu-

mero de dias desde que se cerro el poligono por presencia de toxina.

Grove Bueu-1 Bueu-2 Bueu-3 Bueu-4
Muestra Control | Muestra ~ 14/07/2010 30/06/2010 08/07/2010 14/07/2010 15/09/2010
(0 dias) (2 dias) (10 dias) (16 dias) (79 dias)
C1 <D | M1_1m 1.589 4256  6.757,40 8.806,10  1.379,60
C2 <D | M2_1m 873,8 5335  8.416,50 7.434,70  1.696,60
C3 563 | M3_1m 1.245,40 7499 697560 1179890  2.29540
C4 <D | M4_1m 1.150,20 6582  8.760,30 5.135,50 2.12,7
C5 1,63 | M5_1m 486,7 5822 525220  11.169,20 956,2
C6 1,05 | Media 1m 1.069 989,9 7.232,40 8.868,90  1.320,1
C7 111 | M1_5m 1115 128930 409680  19.951,30  1.160,80
C8 <LD | M2_5m 8142 159630 471530  31.274,60 1.774
C9 <LD | M3_5m 8596 214480 669020 27.85220  1.157,40
C10 1,1 | M4_5m 2728  1.496,70 2852 2520310  2.072,70
C11 1,22 | M5_5m 1.367 1978 442350 4841460  3.694,10
C13 064 | Media 5m 885,7 1.701 4.555,60 30.539,20 1.971,80
C14 3,84 | M1_10m 162090  2.002,70  1.552,10 50.252  1.338,80
G15 0,47 | M2_10m 6694  1.887,10  1.988,60 53194  1.977,70
C16 <LD | M3_10m 7826 224240 219010  80.052,70  1.269,40
C17 <LD | M4_10m 953,7 975,7  3.594,40  57.486,10 880,6
C18 <LD | M5_10m 7594 541410  1.06810  77.89220  1.473,20
C19 0,84 | Media 10m 957,2 2.504,40 2.078,60 63.775,40 1.387,90
Media 1,77 | Media total 970,6 1.598,40 4.622,20 34.394,50 1.559.90

En la Figura 44, de la pagina siguiente, puede verse un diagrama de cajas y bi-

gotes, que refleja la distribucion de los valores obtenidos en los distintos mues-

treos. El principal compuesto toxico presente fue el dcido okadaico (OA).
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Figura 44. Diferencias en la concentracion de dcido okadaico (ng/g). Medicion realizada en glandula di-
gestiva para las muestras recogidas durante la presencia del episodio toxico, causado por Dinophysis
acuminata. Los extremos de la caja representan los percentiles 25/75, la linea central marca el valor de la
mediana y los bigotes superior e inferior indican el rango de valores (méximo y minimo). Los circulos re-
presentan los valores outlier, es decir, que caen fuera del intervalo esperado (valores con un rango inter-
cualtil ente 1,5y 3). Las estrellas representan los valores extremos (valores con un rango intercualtil ma-
yor a 3). Grove: 0 dias, Bueu 1: 2 dias, Bueu 2: 10 dias, Bueu 3: 16 dias, Bueu 4: 72 dfas.

4.4. Expresion de los genes mdr

Una vez confirmada la presencia de los dos genes mdr en el mejillon y analiza-
das las secuencias, se llevo a cabo un estudio de la expresion de ambos genes.
Se comparo su presencia entre tres tejidos importantes del mejillon (glandula
digestiva, branquia y manto) y también se analiz6 la expresion a lo largo de

una proliferacion fitoplancténica toxica con presencia de toxina DSP.
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4.4.1. Seleccion y andalisis de los genes de referencia

Para el analisis de la expresion, se hubo de realizar una normalizacion de los
resultados, empleando un grupo de genes de referencia que se mantuviesen
estables en las distintas situaciones del experimento. Los genes que se decidie-
ron incluir en el analisis fueron: NADH deshidrogenasa subunidad 4 (nd9),
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gapdh), citocromo c oxidasa subuni-
dad I (coxI), proteina de fusiéon ubiquitina - proteina ribosomal S27 (rps27),
factor de iniciacion de la traduccion 5A (#if5a), 40S proteina ribosomal S4
(rps4), actina (act) y 18S RNA ribosomal (18S). Sobre ellos, se realizé una
comparacion de la estabilidad, usando tres programas informaticos (tal como
se explico anteriormente en el apartado 3.4.3. Genes de referencia, diserio de los ce-
badores vy eficiencia de la PCR).

Primero, se disenaron unos cebadores. Para ello se usaron como plantilla las
secuencias obtenidas de la base de datos GenBank y algunos resultados deriva-
dos del analisis de nuestras propias secuencias. Los oligonucle6tidos fueron
disenados usando el programa 3.1 OligoAnalyzer (http://eu.idtdna.com/analy-
zer/Applications/OligoAnalyzer/) y se encargo su sintesis a Thermo (Alema-
nia). Se presto especial atencion a la longitud de los cebadores, la temperatu-
ra de anillado, la composicion de nucleoétidos y la estabilidad del extremo 3.
Con el fin de asegurar la eficiencia 6ptima de la reaccion, la longitud de los

amplicones oscil6 entre 84y 171 pb (Tabla 5).

Una vez disenada cada pareja de cebadores, fueron probados para confirmar que
los fragmentos amplificados eran los esperados y no se generaban productos ines-
pecificos. Se analizaron con una electroforesis en gel de agarosa al 2%, para con-
firmar el tamano y luego fueron enviados a secuenciar para comprobar si corres-
pondian a los genes previstos. La especificidad de los productos amplificados se
confirmo por la presencia de una sola banda, del tamano esperado para cada
gen. Estas fueron purificadas para enviar a secuenciar. Los amplicones obtenidos
se compararon en la base de datos, confirmando asi las identidades de cada gen 'y
ratificando la presencia de un solo producto tras la reaccion. Los analisis de la
curva de fusion, generados por el iCycler, han de presentar un solo pico. Asi tam-

bién se pudo verificar la presencia de un tnico producto.

148



4. Resultados

La eficiencia (E) de la RI-qPCR vy los coeficientes de correlacion (r) fueron de-
terminados mediante los valores obtenidos de las pendientes de las rectas, ge-
neradas usando diluciones seriadas 1:5 para cada gen. El Cq es el nimero de ci-
clos necesarios para que la fluorescencia llegue a un nivel de umbral especifico
de deteccion y esta inversamente relacionado con la cantidad inicial de cDNA
que se encuentra en la reaccion (Gibson et al., 1996). Para el 18S se empezo
con una dilucion inicial de 1:3125 respecto a los otros genes. Se incluyeron con-
troles para comprobar la ausencia de contaminaciones en la reaccion, sustitu-
yendo en un par de pocillos la muestra de cDNA por RNA (no RT control). En

otros dos pocillos se anadi6é agua en vez de la muestra (N1C control).

Los resultados de eficiencia oscilaron entre 111,3% (para act en las branquias)
y el 85,9% (coxI en la glandula digestiva), mientras que los coeficientes de co-
rrelacion variaron desde 0,988, para el gen tif5a en la glandula digestiva, hasta
0,999 del 18S en las branquias (Tabla 9). Los valores que se obtuvieron fueron
utilizados para llevar a cabo los analisis de expresion, a lo largo del episodio t6-

X1CO.

Tabla 9: Nombres de los genes de referencia y valores de eficiencia y sus coeficientes de correlacion, ob-
tenidos de las pendientes de las rectas, hechas para cada gen.

Eficiencia (%) Coeficiente de correlacion
Nombre del gen Simbolo | g5 4
G.Iandgla Branquias | Manto G.Iandgla Branquias| Manto
digestiva digestiva
NADH deshidrogenasa ., 1058 1005 1009 099 0997 0997
subunidad 4
liceraldenido-3-fostato . 993 1073 95 0992 099 0993
deshidrogenasa
citocromo ¢ oxidasa coxT 859 976 916 09% 0994 0996
subunidad |
ubiquitina proteina de fusion -, 9% 1012 973 099% 0994 0,99
- proteina ribosomal S27
factor de iniciacion defa .., %9 993 1046 0988 0994 0991
traduccion BA
gismme'”a”bosoma' 1054 911 935 958 0994 099 0998
continda...

149



4. Resultados

Tabla 9 (continuacion)
Eficiencia (%) Coeficiente de correlacion
Nombre del gen mbelo g';gglj\l: Branquias | Manto Sllgagglj\lz Branquias| Manto
actina act 91 1113 1003 0993 0,991 0,996
18S RNA ribosomal 18S 99,2 87,7 94 099 0999 099%

Por otra parte, para realizar el analisis de expresion entre los tres tejidos, los datos
que se utilizaron se obtuvieron de los resultados producidos tras las reacciones de
PCR. Los valores de las diluciones seriadas obtenidos con el iCycler fueron em-
pleados para calcular la eficiencia de cada pareja de cebadores, mientas que, en
la determinacion de los valores de Cq, se hizo el calculo con el algoritmo Miner
(http://www.miner.ewindup.info; Zhao & Fernald, 2005), partiendo de los valo-

res brutos de fluorescencia generados por el equipo.

Este algoritmo representa cada curva exponencial de PCR, haciendo posible
tener valores exactos para la cuantificacion de la RI-qPCR. La muestra bran-
quia 15 es eliminada de los analisis posteriores, ya que los valores de Cq obte-
nidos se ve que son mayores de lo esperado, probablemente por una incorrec-
ta reaccion de amplificacion (Tabla 10). El Cq corresponde al valor maximo
de la segunda derivada e indica el punto final de la fase de amplificacion ex-

ponencial.

La eficiencia de los tres tejidos, en conjunto, se determiné como una media
de las eficiencias de todas las muestras y fueron calculadas para cada uno de
los genes. A continuacion, se utilizaron para transformar los valores de Cq en
los valores de expresion, que sirvieron para analizar los datos, posteriormente,

con los programas elegidos.

Tabla 10: Valores de Cq y eficiencias obtenidas tras la transformacion de los valores en bruto, con el al-
goritmo Miner. La muestra Brq 15, estd encuadrada, debido a que presento unos valores mayores a lo es-
perada, por lo que fue eliminada del andlisis. GD: glandula digestiva, BRQ: branquia, MNT: manto.

Muestra nadh  gapdh  cox1  rps27  tifba rpsd act 18S

GD_C1 22 23,2 18,4 21,9 23,9 20,9 26,2 20
continua...
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Tabla 10 (continuacion)

Muestra nadh  gapdh  cox! rps27  tifha  rpsd act 185

GD_C?2 217 235 198 198 241 21 258 195
GD_C3 271 241 192 234 237 225 2718 209
GD_C4 259 254 202 233 249 232 298 243
GD_C5 28,1 233 195 24 247 213 264 197
GD_C6 266 227 195 229 235 212 268 235
GD_C7 222 243 191 22 253 231 284 195
GD_C8 254 28 186 214 236 214 267 206
GD_C9 254 243 194 215 257 22 26 21
GD_C 10 269 241 77 227 262 23 21,7 208
L | GD_C1 272 266 181 252 279 256 288 236
'é GD_C13 22 258 193 2713 217 25 281 197
% GD_C 14 253 243 183 234 288 225 27 232
g GD_C 15 218 229 188 247 248 218 262 198
§ GD_C 16 219 246 194 255 266 242 27 198
GD_C17 26,5 22,7 186 231 24 215 213 202
GD_C18 192 224 165 224 27 205 265 192
GD_C 19 28 261 203 265 291 259 299 203
BRQ_C 1 A7 28 178 219 258 211 252 196
BRQ_C 2 215 223 186 208 243 207 256 209
BRQ_C 3 223 236 185 219 236 22 2716 205
BRQ_C 4 224 238 183 214 256 224 272 21
BRQ_C5 27 23 183 215 261 21,3 27 20,3
BRQ_C6 24,8 22 184 22 261 23,1 268 20,5
BRQ_C7 2 22 189 204 237 216 281 21
BRQ_C 8 223 235 18 216 25 22 271 20
BRQ_C9 235 223 183 207 256 215 258 205
BRQ_C 10 22 234 181 214 266 223 257 209
BRQ_C 11 215 231 173 212 248 22 264 205
continta...
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Muestra nadh  gapdh cox! rps27  tifha  rpsd act 18S
BRQ_C 13 205 216 182 213 229 209 248 206
BRQ_C 14 22,2 241 182 231 28,7 221 282 224
BRQ_C 15 28,1 28,7 26,1 31,8 32 27 323 219
BRQ_C 16 208 213 183 217 248 216 256 206
BRQ_C 17 23,3 23 19 231 256 229 28 231
BRQ_C 18 203 236 18 221 248 221 286 213
BRQ_C 19 232 217 117 216 245 21 253 199
MNT_C 1 223 243 187 222 243 216 249 226
MNT_C 2 203 231 185 198 232 212 233 228
MNT_C 3 27,2 23 194 209 209 202 229 233
< MNT_C 4 287 257 237 234 257 235 258 261
'é MNT_C 5 275 234 197 247 242 215 224 228
% MNT_C 6 2715 233 204 214 224 206 233 228
% MNT_C 7 233 239 201 209 226 214 228 24
§ MNT_C 8 26,1 252 196 228 24 225 248 23
MNT_C9 213 26 198 204 236 202 232 224
MNT_C 10 263 213 188 203 228 20,2 23 227
MNT_C 11 249 215 7 197 219 201 213 213
MNT_C 13 203 242 181 23 237 217 249 225
MNT_C 14 2715 268 212 264 311 232 252 239
MNT_C 15 266 21,7 191 20,7 23 211 223 247
MNT_C 16 215 254 186 248 254 244 263 22
MNT_C 17 2712 242 203 237 251 226 26,7 256
MNT_C 18 215 254 183 224 242 219 258 24
MNT_C 19 269 233 197 237 264 222 243 238
Eficiencia Media 092 09 09 09 097 09 09% 09
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El diagrama de cajas (Figura 45) muestra el rango y la distribucion de los valo-
res Cq, permitiendo observar la amplia variabilidad de la expresion de los ge-
nes entre los tejidos. En los genes de referencia, la act mostro los niveles de ex-
presion mas bajos (29,9), mientras que coxI mostr6 el mas alto (16,5) para las
muestras seleccionadas. Se debe tener en cuenta que las muestras 18S se dilu-
yeron 1:10000, debido a que es muy abundante. Esta diluciéon corresponde a
13,29 Cq de diferencia con los valores obtenidos (Tabla 10).

Por otra parte, se realiz6 un analisis para comparar unas muestras control
frente a otras con toxina DSP, debido a la presencia de una floracion de fito-
plancton toéxico. La RT-qPCR se llevo a cabo en 93 muestras y se analizaron
para los tres tejidos. Los 8 genes utilizados para la normalizacion también
mostraron un rango relativamente amplio del nivel de expresion, desde la me-
dia mas baja para los valores de Cq, con 16,14 para coxI en el manto, hasta el
mas alto, con un valor medio de 26,54 para la act, en la glandula digestiva (Ta-
bla 11). Los valores de Cq de los genes de referencia se pueden consultar en el
Anexo 8.4.

Tabla 11: Valores medios de Cq de las muestras control y las muestras con toxina, para cada uno de los tejidos.

gapdh | rps4 | cox1 | tifha | rps27 | act | 185 | nd4
Media | 22,68 | 21,29 | 17,47 | 24,07 | 22,02 | 25,88 | 19,47 | 2355

CONTROL
Gléndula Desv.tip. | 133 | 159 | 097| 195 181 | 122| 149 265
digestiva " Media | 22,69 | 2118 | 17,35 | 24,29 | 2163 | 26,54 | 1955 | 22,94
Desv.tip. | 0,86 | 0,99 | 106| 140 131 | 142| 157 240
Media | 2125 | 20,34 | 16,48 | 23,77 | 20,38 | 2517 | 19,34 | 2117

CONTROL
Desv.tip. | 0,88 | 0,68 | 047| 122 059 111| 085 120

Branquias

Media | 2089 | 196 | 1614 | 2316 | 19.97 | 2451 | 19,05 | 20.46

TOXINA
Desv.tip. 0,88 | 0,70 | 06| 141 1,00 099| 1,00 1,06
Media | 2157 | 20,67 | 1691 | 2412 | 20.88 | 25,39 | 19.30 | 21,38

CONTROL
y Desv.tip. | 1,60 | 132 | 188| 196 237 170| 079 173

anto

Media | 2091 | 19,61 | 1615 | 2318 | 20,00 | 24,54 | 19.05 | 20,50

TOXINA
Desv.tip. | 0,87 | 0,69 | 060| 141 1,00 103| 1,00 1,10

153



4. Resultados

El diagrama de cajas (Figura 45) muestra el alcance y la distribucion de los va-
lores Cq, lo que permite ver la variabilidad de los genes entre las distintas si-

tuaciones, observandose una amplia variacion. Estas graficas proporcionan
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Genes - Glandula digestiva

Figura 45. Niveles de expresion (Cq) de los 8 genes de referencia candidatos y los dos genes de estudio entre los
tres tejidos, y en cada uno de ellos comparando los distintos muestreos. Los valores de Cq estdn representados
para cada gen y cada situacion con diagramas de caja. EI cuadro central representa los percentiles 25/75; 1a linea
interior de la caja marca el valor de la mediana y los bigotes, el rango de valores de Cq de todas las muestras en
cada situacion. Los circulos representan los valores outlier, es decir, que caen fuera del intervalo esperado (con un
rango intercualtil ente 1,5y 3). Las estrellas representan los valores extremos (rango intercualtil mayor a 3).
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Figura 45 (continuacion).Niveles de expresion (Cq) de los 8 genes de referencia candidatos y los dos ge-
nes de estudio entre los tres tejidos, y en cada uno de ellos comparando los distintos muestreos. Los va-
lores de Cq estan representados para cada gen y cada situacion con diagramas de caja. El cuadro central
representa os percentiles 25/75; la linea interior de la caja marca el valor de la mediana y los bigotes, el
rango de valores de Cq de todas las muestras en cada situacion. Los circulos representan los valores out-
lier, es decir, que caen fuera del intervalo esperado (con un rango intercualtil ente 1,5y 3). Las estrellas
representan los valores extremos (con un rango intercualtil mayor a 3).

una informacion adicional acerca de las distribuciones de los datos obtenidos.
El drea de la caja incluye el 50% de todas las observaciones; la linea media de

la caja representa la mediana de la muestra y los bigotes representan el 50%
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de los valores extremos de las observaciones (el bigote de arriba corresponde
al 25% superior de las observaciones, mientras que el de abajo, al 25% infe-

rior).

4.4.2. Estabilidad de los genes de referencia

Para la seleccion de los genes de referencia, que se usaran para normalizar la
expresion de los genes que se quieren analizar, se emplearon los tres progra-
mas informaticos previamente citados (apartado 3.4.3. Genes de referencia, dise-

7o de los cebadores y eficiencia de la PCR).

Estos programas utilizan diferentes algoritmos para obtener unos valores, que

sirven para ordenar los genes segtn su estabilidad a lo largo del experimento.

Se ha de tener en cuenta que se deben de realizar distintos analisis, segun la

situacion:

- por un lado, se analiza la estabilidad de los ocho genes de referencia, cuando
se comparan los tres tejidos entre si. Para esta comparacion, se utilizaron las
muestras control (sin toxina) recogidas en Caraminal, cuyos valores estan en
la Tabla 10.

- por otraparte, se ha de estudiar como influye la presencia de toxina en la esta-
bilidad de los posibles genes de referencia. Para ello, es preciso hacer los ana-
lisis para cada uno de los tejidos por separado, puesto que se pretende ver la
actividad de las proteinas mdy; tanto en la glandula digestiva como en la bran-

quia y el manto.

4.4.2.1. geNorm

http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/geNorm/ (Vandesompele et al., 2002)

Para llevar a cabo el calculo de la estabilidad para cada gen, se emplea un al-
goritmo que se fundamenta en que la relacion de expresion de dos genes in-
ternos debe ser similar en todas las muestras, independientemente de las con-
diciones experimentales. El programa analiza la variacion en los ratios de
expresion, reflejando si al menos uno, o bien los dos genes, no estan siendo

expresados de forma constante, por lo que su estabilidad es menor. Asi, se va
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determinando la variacion de cada gen, comparandolo a pares con los valores

de los otros genes.

Esta comparacion se calcula como la desviacion estandar de la relacion de ex-
presion transformada logaritmicamente, seguido por el calculo del valor de
estabilidad del gen de referencia (valor M), que es como la media de la varia-
cion por pares de un gen de referencia particular con todos los demas posi-

bles genes de referencia analizados (Vandensompele et al., 2002).

Los genes son organizados de acuerdo con su estabilidad en la expresion o M
(medida de la estabilidad del gen). Estos valores representan la variaciéon me-
dia de cada gen de referencia frente a los otros genes de control utilizados en
el experimento. La variacion entre parejas de los genes de referencia se calcu-
la como la desviacion estandar de los valores de expresion transformados loga-
ritmicamente, por lo que existe una relacion inversa entre la estabilidad y el
valor M. Asi, los genes con valor M bajo tienen una baja variacion y, por lo tan-
to, van a tener una expresion estable, mientras que los que tienen un alto va-

lor de M seran menos estables.

Finalmente, se obtuvo una clasificacion de los genes examinados, de acuerdo
con su expresion de estabilidad, asi como la determinacion de la combinacion
de los genes mas estables para la normalizacion. El gen con el mayor valor de
M es excluido del analisis y el calculo se repite de una forma gradual hasta que

se encuentra la mejor combinacion de genes.

En la Figura 46, de la pagina siguiente, se representa el valor medio de M de
b

los genes restantes (después de excluir a cada gen con el mayor valor de M),

siendo esto lo que se utiliza para la clasificacion. La variacion por parejas

V, se calcula basandose en los valores del factor de normalizacion, des-
n/n+l >

pués de la adicion gradual de al menos un gen de referencia estable (NFyy

NF . Se determina el numero minimo de genes de referencia necesarios
N+1

para una adecuada normalizacion y se puede observar como, normalmente, el

uso de genes adicionales contribuye a obtener una mejor normalizacion de

los genes del estudio.
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Figura 46. Estabilidad de los genes de referencia segun los programas geNorm y NormFinder. Los genes
mas estables, se sitan a la derecha de las gréficas.

El orden de estabilidad obtenido con este programa se puede consultar en la
Figura 46 y en la Tabla 12, de la pagina siguiente. Destaca que, para todas las
situaciones, la pareja de genes que presenté mayor estabilidad fue gapdh /
rps4, mientras que los menos estables fueron 185y nd4, a excepcion del man-

to, donde estos genes fueron coxly nd4.

El geNorm sugiere que, para todas las situaciones, los dos genes con la expre-
sion mas estable serian 1ps4y gapdh. Ademas, los resultados obtenidos también
proponen la adicion complementaria de mas genes de referencia. Esto favore-
ce la consistencia del factor de normalizacion determinado de acuerdo con el

grado de estabilidad generado por el programa.

4.4.2.2. NormFinder

http://www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm (Andersen et al., 2004)
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NormFinder es otro programa que ordena los genes candidatos de acuerdo
con el valor de estabilidad de la expresion del mRNA, para una muestra cono-
cida y un diseno experimental. Permite la estimacion de la variacion total de
los genes candidatos de referencia y ademas calcula la variacion entre los dis-
tintos subgrupos del conjunto de muestras. La estabilidad de expresion de los
genes de referencia se calcula de acuerdo a su minima variacion de expresion,
combinando la variacion inter e intra-grupo. Se obtienen unos valores de esta-
bilidad, donde la expresion de los genes mas estables es indicada por los valo-
res mas bajos. El valor de estabilidad representa una medida practica del error
sistematico, que sera introducido en los resultados finales cuando se utiliza

este gen particular como gen de referencia.

La clasificacion que se obtuvo utilizando este programa parece ser similar a la
anteriormente determinada usando geNorm. Es posible hallar ciertas diferen-
cias en las posiciones, pero se puede observar que los genes mas estables son,
generalmente, los mismos en ambos programas. gapdh y rps4 presentan, en ge-

neral, bastante estabilidad en todas las situaciones.

También se comprueba como la estabilidad de los genes varia segun el tejido
analizado, siendo coxI el mas estable para realizar los analisis en branquia.
Ademas, nd4y 18S son determinados como los genes menos estables. Esto se
puede observar en el grafico donde se comparan los resultados del geNorm,
frente a los de NormFinder (Figura 46), que indica la clasificacion segun la es-
tabilidad de la expresion de los genes de referencia, determinado con los pro-
gramas geNorm y NormFinder. Los genes menos estables estan a la izquierda

y los mas estables a la derecha.

También se puede consultar el orden de estabilidad de los genes, que se obtu-

vo con los distintos programas, en la Tabla 12.

4.4.2.3. BestKeeper

http://www.genequantification.de/bestkeeper.html (Pfaffl et al., 2004)
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El principio para la identificacion de los genes de referencia adecuados (con
una expresion estable) es que sus niveles de expresion deben estar altamente
correlacionados. Para los genes considerados como estables, el programa cal-
cula el Indice BestKeeper (la media geométrica de los valores de Cq de los ge-
nes de referencia candidatos). Luego se calcula la correlacion entre los Cq de
cada gen de referencia candidato y el indice BestKeeper. El programa Best-
Keeper clasifica a los genes (de mejor a peor), basaindose en un alto coefi-
ciente de correlacion r de los valores de Cq con el indice BestKeeper. Para
considerar los genes analizados como apropiados para la normalizacion, Pfaffl
et al. (2004) recomendo un valor de SD inferior a 1. Si fuese superior, se pue-

de considerar como inconsistente y, por tanto, excluido del calculo.

Segun los datos de los que se partan, los resultados obtenidos pueden variar
mucho y presentar valores diferentes; por lo tanto, es conveniente que sea el
propio investigador el que determine los limites. Los valores generados por el
programa se muestran en la Tabla 13 y la clasificacion de los genes de referen-
cia en la Tabla 12. Los resultados varian, dependiendo de si para el analisis se
utiliza la desviacion estandar (SD) o el coeficiente de correlacion (r). Los ge-
nes mas estables, seleccionados por los otros programas, también suelen pre-

sentar una buena calificacion segun los resultados generados por BestKeeper.

Tabla 13. Resultados obtenidos del BestKeeper para realizar |a clasificacion de estabilidad de los genes
de referencia. Los valores mayores de desviacion estandar (SD) indican genes inestables, por o que de-
berfan ser eliminados del andlisis (Pfaffl ef al., 2004).

s4 | tifha | gapdh | mps27 | 18S | cox1 | act na4
SD[+ Cq 097 148 108 134 153 08 153 25
GD-BRQ-MNT
coef.cor[r] | 079 071 08 08 041 064 047 059
GLANDULA | SDI=Cal 087 119 076 11 106 081 111 215
DIGESTIVA | coef.corr.[r] | 076 071 0776 0573 04 049 066 056
SDI= Cq] 067 108 078 087 078 056 09 092
BRANQUIAS
coef.corr.[r] | 087 077 084 0857 033 087 081 065
SD[ Cq] 097 125 115 118 089 132 142 237
MANTO
coef.cor.[r] | 076 074 0688 0704 068 065 068 049
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Segun este programa, el orden en que clasifica los genes varia bastante, segin
se analice el coeficiente de correlacion (r) o la desviacion estandar (SD). Pri-
mero, se deberia comprobar el valor de SD, puesto que analiza como varian
las medias geométricas de todos los Cq, por lo que cuanto mas elevado sea el
valor, indicara una mayor dispersion de los datos y, por tanto, poca estabili-

dad. Los genes con valores altos de SD deberian ser eliminados.

Por otra parte, el valor r representa los coeficientes de correlacion, calculados
de forma emparejada entre cada gen y un indice BestKeeper (media geome-
trica de los valores del ciclo umbral (Cq) para genes de referencia agrupa-
dos), y deberia tomar valores cercanos a 1 para presentar una correlacion

fuerte y directa, que indicaria una buena estabilidad del gen.

i)
B
- oy
0.4 o
~ o~ w
33 I 7
gas | S © oS

Figura 47. Analisis del nimero Gptimo de genes de control para la normalizacion, basandose en la varia-
cion por pares (V. / V. ,,) entre los genes candidatos. A medida que se emplean méas genes para la norma-
lizacion, se observa como favorece el factor de normalizacion, hasta que la adicion de nuevos genes pro-
voca un aumento de |a inestabilidad. En rojo, el valor mas bajo, que indica el nimero 6ptimo de genes
para realizar la normalizacion de los genes, en cada tejido.
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En resumen, basandose en los resultados obtenidos por los tres métodos de
analisis diferentes (Tabla 12) de los ocho genes de referencia analizados para
estas condiciones experimentales, aquellos que codifican para la gapdh y para
el rps4 son considerados como los mas estables. Ademas, la cantidad de genes
necesarios para una normalizaciéon mas consistente fue calculada usando el
parametro V,, /41, obtenido con el programa geNorm (Figura 47). El uso de
un tercer y cuarto gen, en branquia (incluso un quinto, para los demas anali-
sis), tendra un efecto significativo, por lo que seria interesante que fueran in-

cluidos en el calculo final.

Basandonos en los resultados obtenidos con los tres programas, los genes ele-

gidos para la normalizacion de los datos (en Apartado 5.2. Andalisis de genes de re-

Jerencia, se justifica el namero de genes utilizado en la normalizacion) serian:

. Los tres tejidos (glandula digestiva, branquias y manto): gapdh, rps27, rps4y
cox1.

. Glandula digestiva: gapdh, rps4y coxl.

- Branquia: gapdh, rps4y coxl.

- Manto: gapdh, rpsdy rps27.

4.4.3. Comparacion de la expresion entre tejidos de los genes abch (mdr)

La expresion relativa de mdrl y mdr2 en los tejidos de M. galloprovincialis fue
examinada utilizando los cuatro genes de referencia mas estables, gapdh, rps4,

rps27y coxl, para la normalizacion.

Tabla 14: Valores de Cq obtenidas en mar1y mdr2, tras la transformacion de los valores en bruto con el
algoritmo Miner. La muestra branquia 15 estd resaltada, debido a que presentd unos valores mayores de
lo esperado, por lo que fue eliminada del andlisis. Las eficiencias medias entre los tres tejidos serfan, para
mart, 0,99y, para mdr2, 0,97.

Gldndula digestiva Branquia Manto
MUESTRA mdr1 mar2 mdr1 mdr2 mdr1 mar2
C1 28 28,9 29,8 26,3 31,4 27,6
C2 30,4 29,9 30,9 26,8 32,8 28,9
C3 30,6 30,7 30,4 26,9 28,8 27,3
continda...
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4. Resultados

Gldndula digestiva Branquia Manto
MUESTRA mdr1 mar2 mdr1 mar2 mdr1 mdr2

C4 32,2 30 314 27,9 29,8 32
CH 31,1 30,2 31,1 25,5 31,5 30,2
C6 31 28,9 32,9 25,7 29,6 28,6
C7 314 30,4 30,1 26,5 33 29,2
C8 33,1 28 29,4 25 314 28
C9 30,7 28,8 31,1 26,4 30,1 27,2
C10 29,7 278 32,6 26,3 30,2 28,9
C11 339 31,5 30,3 26,6 29,5 28,6
C13 32,3 30,7 30 25,7 31,2 29,7
C 14 32 30,3 31,7 27,8 319 30,9
C15 30,8 28,7 34 30,7 31,4 29,2
C16 30,6 29,9 29,8 26,5 30 30,6
C17 29,7 29 30,3 27,2 31,8 28,5
C18 29,7 258 30,4 26,5 31,3 29,5
C19 31,1 32,8 30 25,3 32,3 29,2

mar1 mar2

0,99 0,97 | «Eficiencia

Con el fin de verificar como varia la expresion entre los tejidos analizados (glan-

dula digestiva, branquias y manto), se realiz6 un analisis estadistico preciso, usan-

do el programa IBM SPSS 19. Los datos de Cq obtenidos con el algoritmo Miner

y la eficiencia calculadas con rectas de dilucion en el iCycler (Tablas 10 y 14) se

utilizan para calcular la expresion relativa normalizada (como se explica en el

apartado 3.4.5. Analisis de los datos). Dicha expresion normalizada se transforma

logaritmicamente en base 2, antes de realizar los analisis estadisticos.

Se comienza realizando unas pruebas de normalidad y homogeneidad de va-

rianzas, mediante el test de Shapiro-Wilk y la prueba de Levene, respectiva-

mente. A continuacion, se realiza un analisis entre los grupos mediante anali-
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sis de la varianza (ANOVA) de una via. En los casos donde se observan
diferencias significativas, se utilizaron comparaciones multiples a posteriori. En
este caso, la prueba HSD de Tukey, asumiendo varianzas iguales, usada para
realizar comparaciones multiples por pares. Una probabilidad (P) de valor

<0,05 fue considerada significativa. Véase la Tabla 15.

Tabla 15: Resultados de las pruebas estadisticas realizadas con el programa IBM SPSS 19 (gl: grados de
libertad; Sig.: nivel de significacion- p<0,05; F: variacion entre grupos, GD: glandula digestiva, BRQ:
branquia, MNT: manto).

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk
Tejido
Estadistico al Sig.
GD 957 18 549
mar1 BRQ 932 17 239
MNT 951 18 433
GD 971 18 825
mar2 BRQ 807 17 ,003
MNT 950 18 429
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de Levene g gl2 Sig.
mar1 2,116 2 50 131
mar2 1,585 2 50 215
ANOVA
Suma de cuadrados| gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 10,568 2 5284 | 2410 ,100
mdr1 Intra-grupos 109,625 50 2,192
Total 120,193 52
Inter-grupos 28,168 2 14,084 | 6,934 ,002
mar2 Intra-grupos 101,563 50 2,031
Total 129,731 52
continda...
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Tabla 15 (continuacion) Comparaciones mdltiples
mar2 HSD de Tukey
; ; Intervalo de confianza al 95%

(1) Tejido | (J) Tejido leergnma de Error tipico | Sig.
medias (I-J) Limite inferior | Limite superior
- BRQ -1,6659 4820 ,003 -2,830 -,502
MNT -,2361 4751 873 -1,384 911
%R0 GD 1,6659 4820 ,003 502 2,830
MNT 1,4298 4820 013 ,266 2,594
GD 2361 4751 873 - 911 1,384

MNT

BRQ -1,4298 4820 013 -2,594 -,266

El test de Shapiro-Wilk se usa para contrastar la normalidad de un conjunto
de datos, donde la hipotesis nula indica que la poblacion esta distribuida nor-
malmente y, por tanto, si el nivel de significacion es menor al deseado (0,05,
en este caso), la hipotesis nula es rechazada, concluyendo que los datos no vie-
nen de una distribucion normal. Si el valor es superior, la hipotesis no se re-
chaza, por lo que los datos seguirian una distribucion normal. Esta prueba es
adecuada cuando el tamano de la muestra es pequeno, como mucho 50. Si el

tamano muestral es mayor, se deberia emplear el test de Komogorov-Smirnov.

Mediante la prueba de Levene, se analiza la homogeneidad de las varianzas.
Se contrasta la hipotesis nula de que todas las varianzas son iguales; si el nivel
de significacion es menor a 0,05, se rechaza dicha hipoétesis, aceptando que las
varianzas son distintas y si es mayor al nivel de significacion establecido, se

aceptaria y se considerarian las varianzas iguales.

Los analisis de varianza (ANOVA), realizados con SPSS, examinan la hipotesis
nula que compara las medias para ver si existen diferencias significativas.
Cuando el nivel de significacion es menor al establecido, se rechaza la hipote-

sis, considerando que si existen diferencias entre los grupos.

Los resultados mostraron que las diferencias entre los tres tejidos, para el gen

mdrl, no son significativos (p = 0,1), mientras que los resultados obtenidos
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para mdr2 indicaban que existian diferencias de expresion al comparar los te-

jidos entre si.

A continuacion, se llevo a cabo un analisis a posteriori para ver entre que tejidos
se produce este contraste. También se basa en comprobar si el nivel de signifi-
cacion (0,05 en este caso) que se obtiene tras el analisis es inferior al valor que
se ha decidido, con lo que se rechazaria la hipotesis, considerando que exis-
ten diferencias entre los dos grupos. En esta ocasion se hizo el test HSD de Tu-
key, observandose diferencias significativas al comparar la branquia frente a
los otros tejidos [branquia y glandula digestiva (p = 0,003); branquia y manto
(p=0,013)], mientras que entre los tejidos de glandula digestiva y manto no

hubo diferencias (p = 0,873). Las variaciones de la expresion génica entre los

Tejido

512 (e
HBra

— CImNT

2567

39

1287 o36

64

321
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T T
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Figura 48: Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de expresion (en escala logaritmica base 2) de los
genes marpara las muestras donde se comparan los tres tejidos en M. galloprovincialis (GD: glandula di-
gestiva, BRQ: branquia, MNT: manto). Los circulos representan los valores outlier, s decir, que caen fuera
del intervalo esperado (valores con un rango intercualtil ente 1,5y 3).
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tejidos se pueden observar en el grafico de diagramas de caja (Figura 48). El
rango y la distribucioén de los valores permiten una visualizacion de la variabili-
dad de los genes entre la glandula digestiva, las branquias y el manto, mos-
trando las diferencias de expresion entre los tejidos para los diversos genes. A
la vista del grafico de diagramas de caja, se puede deducir que los niveles de la

mdr2 para las branquias son mas altos que en la glandula digestiva y el manto.

4.4.4. Comparacion de la expresion de los genes abch durante la pre-

sencia de un afloramiento de fitoplancton toxico

Para observar la expresion de los genes a lo largo del ciclo de intoxicacion por
presencia de DSP, se compararon las muestras control frente a las diferentes si-
tuaciones que se dan durante el proceso. Para poder realizar el analisis estadisti-
co (explicado previamente, en el apartado 3.4.5. Analisis de los datos), se tuvo
que eliminar una muestra de Bueu3 (individuo 5 a profundidad de 10 m), debi-

do a que no se produjo una correcta amplificacion tras la reaccion de PCR.

Tabla 16: Valores de Cq y eficiencias obtenidos con el iCycler en los tres tejidos por separado (glandula di-
gestiva, branquia y manto). Estos datos se emplearon para realizar los estudios de expresion de los genes
mar, a lo largo de un episodio toxico por DSP. Los valores en rojo fueron eliminados del andlisis, ya que no
amplificaron correctamente. Para la obtencion de los valores de Cq, se utilizaron los umbrales de fluorescen-
cia de 300 RFU en las muestras de glandula digestiva, 250 RFU en las de branquia y 200 RFU para el manto.

GLANDULA DIGESTIVA
S Control Grove Bueu-1 Bueu-2 Bueu-3 Bueu-4
;;,3 Muestra | (0 dias) (2 dias) (10 dias) (16 dias) (79 dias)
marl | md2 mart | ma2 | mdri | mar2 | marl | md2 | mart | ma2 | mart | mar2

C1 266 275 | M1_1m 286 267 291 272 276 274 266 257 288 256
C2 291 285 M2_1m 294 292 284 284 28 286 302 294 295 30
C3 296 292 M3_1m 282 28 283 269 253 245 275 287 302 295
C4 308 287 M4_1m 278 282 267 27 274 286 283 276 285 2772
C5 298 289 M5_1m 269 268 286 266 288 266 28 28 282 29
C6 292 272 Mi_bm 28 298 29 297 268 263 291 29 279 272
Cr 302 29 ) M2_5m 302 293 288 269 269 285 265 26 29,7 281

continua...
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Tabla 16 (continuacion)

GLANDULA DIGESTIVA
£ Control Grove Buey—1 Bueu-2 Bueu-3 Bueu-4
%5 Muestra | (0 dias) (2 dias) (10 dias) (16 dias) (79 dias)
mar1 | mdr2 mart | mar2 | mdr1 | mar2 | mart | ma2 | mdr1 | mai2 | mart | mar2
C8 32 26,7 M3_5m 295 293 305 288 28 281 259 263 28 272
C9 299 278 M4.5m 271 259 281 262 289 279 264 257 264 263
C10 287 266 | M5.5m 28 26 289 277 313 297 269 281 259 255
C11 328 30,3 M1_10m 284 282 275 279 284 289 275 28 282 293
C12 31 294 | M2_10m 286 28,7 292 297 301 282 282 28 293 282
C13 306 288 M3_10m 334 31 261 259 289 28 258 274 289 272
C14 29 27| M4_10m 283 269 282 28 279 278 261 264 289 299
C15 293 285 M5_10m 27,6 265 289 292 269 273 38 NA 279 279
C16 28 272
C17 28 246
C18 299 316
mart - madr2
1,001 | 0998 | « Eficiencia
BRANQUIA
s Control Grove Bueg—1 Bueu-2 Bueu-3 Bueu-4
;:,’ Muestra | (0 dias) (2 dias) (10 dias) (16 dias) (79 dias)
mart | mar2 mar? | md2 | mart | mar2 | mart | md2 | mart | mar2 | mart | mad2
C1 282 25| M1_1m 285 254 289 24 282 249 261 223 298 263
C2 29 254 | M2_1m 282 258 285 264 288 249 266 234 283 228
C3 29 254 | M3_1m 269 238 291 251 281 248 274 236 284 241
C4 30 264 | M4_1m 275 243 235 22 28 249 252 223 286 253
C5 296 242 | M5_1m 259 22,7 279 258 286 241 271 238 289 257
C6 308 243 M1_5m 293 249 256 22 265 234 26 249 253 2272
C7 288 252 M2.5m 271 242 268 237 263 236 269 237 241 209
C8 284 237 M3.5m 269 238 288 233 27 249 276 244 269 235
continda...
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Tabla 16 (continuacion)

BRANQUIA
£ Control Grove Bueg—1 Bueu-2 Bueu-3 Bueu-4
;5 Muestra | (0 dias) (2 dias) (10 dias) (16 dias) (79 dias)
mar1 | mar? mart | mar2 | mar? | md2 | mart | mar2 | mart | md2 | mart | mar2
C1 282 25| M1_1m 285 254 289 24 282 249 261 223 298 263
C9 302 255| M4 5m 249 225 258 234 296 244 263 228 266 23
C10 31,3 251 | M5_5m 279 232 307 255 307 248 268 23 266 235
C11 288 253 | Mi_1Om 273 231 272 236 263 25 268 24 279 249
C12 282 244 | M210m 279 248 295 26 289 239 262 218 289 255
C13 302 261 | M3 10m 286 238 273 241 279 232 26 235 273 23
C14 327 29 M4_10m 26,7 233 273 242 261 23 267 245 273 23,6
C15 285 25 M5_10m 281 253 248 225 239 219 255 232 279 241
C16 286 252
C17 289 251
Cc18 284 238
mar!  mar?
1,116 | 1051 | « Eficiencia
MANTO
% Control | Muestra Grove Bueu-1 Bueu-2 Bueu-3 Bueu-4
2 (0 dias) (2 dias) (10 dias) (16 dias) (79 dias)
mar1 | mar? mart | mar2 | mart | md2 | mart | mar2 | mdr1 | mar2 | mart | mar2
C1 29,7 257 | M1_1m 286 268 307 268 29 286 302 249 296 268
C2 311 267 | M2_1m 304 272 287 274 296 261 281 258 297 268
C3 267 252 | M3_1m 283 254 286 265 299 269 284 267 299 271
C4 28 299 | M4_1m 295 283 283 254 302 263 284 251 30 26
C5 297 281 | M5_1m 269 26 297 25 292 259 29 272 272 261
c6 278 262 |  M1_5m 293 269 285 24 288 266 283 27 298 259
C7 31 269 | M2_5m 281 247 283 262 301 265 294 263 272 261
continua...
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Tabla 16 (continuacion) MANTO
S Control | Muestra Grove Bueu-1 Bueu-2 Bueu-3 Bueu-4
§ (0 dias) (2 dias) (10 dfas) (16 dias) (79 dias)
madrt | mar2 madr1 | mar2 | mart | mar2 | mdr1 | mar2 | mart | mar2 | mar1 | mar2

C8 293 26| M3_5m 273 261 28 264 312 264 283 268 282 264
C9 288 255 | M4_5m 302 292 293 241 269 251 278 262 282 252
C10 288 27| M5.5m 306 27,7 28 277 296 259 294 273 287 249
C11 279 264 Mi_1Om 302 27 287 265 286 247 295 274 30,7 266
C12 29 27,3 | M2_10m 291 268 292 262 291 24 289 266 299 262
C13 30 287 | M3_10m 30 272 285 267 309 26 283 261 305 253
C14 291 268 M4_10m 301 274 266 26 29,7 27,7 292 253 31 283
C15 281 284 | M5_10m 289 267 28 253 28,7 263 284 25 257 261

C6 293 259
C17 293 273
C18 307 269

mart - mad2

1089 | 0917 | <« Eficiencia

Los datos de expresion (calculados con los valores de Cq vy eficiencia, que se
pueden consultar en la Tabla 16 y el Anexo 8.4.) fueron evaluados, primero,
con el programa REST (Relative expression software tool) versién 2.0.7 (Pfaffl
et al., 2002). La expresion de los genes de estudio se normaliz6 por el conjun-
to de genes seleccionados anteriormente: gapdh, rps4y coxl para la glandula
digestiva y las branquias, mientras que para el manto se eligieron cox1, 1ps27y
rps4. Cada par de cebadores presento diferencias en la eficiencia de amplifica-
cion con valores que van desde 0,859 (coxI en la glandula digestiva) a 1,116
(mdrl gen en la branquia) (Tabla 9, Tabla 13 y Anexo 8.4.), siempre muy pro-
ximos al valor esperado, que seria 1, y ademas resultados adecuados para ha-
cer la posterior comparacion. La maxima eficiencia de la PCR se considera
como E =1, donde, en cada ciclo, cada secuencia molde presente seria repli-
cada, mientras que el valor minimo seria E = 0, que corresponderia a que no

se produce ninguna replicacion.
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El programa REST solo permite comparar las diferencias de expresion entre
dos casos. Por esta razon, para llevar a cabo el analisis, se realiza comparando
cada una de las situaciones frente al control. El software realiza un test de alea-
torizacion con 50.000 réplicas entre las muestras de los controles, frente a los
grupos. La expresion relativa de las 2 mdren M. galloprovincialis para cada uno
de los tres tejidos (glandula digestiva, branquias y manto) se examiné usando
los tres genes de referencia, elegidos para cada tejido, para efectuar la norma-

lizacion (apartado 4.4.2. Estabilidad de los genes de referencia).

El analisis final mostr6é que las expresiones de ambos genes mdr son estables
en el manto, al comparar todas las situaciones frente al control, mientras que
los resultados obtenidos para la glandula digestiva y las branquias mostraron
una regulacion de la mayoria de estos genes, cuando hay presencia de acido
okadaico. En ambos tejidos, la mdrl se sobre-expresa cuando se comparan to-
das las situaciones frente al control, mientras que para la mdr2 se observo una
expresion significativamente mayor, en branquia, cuando se analizaron las
muestras Bueu 1, 2y 3 frente al control. En cambio, en glandula digestiva solo
se observan diferencias estadisticamente significativas en el caso del control
comparado con Bueu 3 (Tabla 17). Los niveles mas elevados de ambos genes,
cuando hay sobre-expresion, se observan cuando la concentracion de acido

okadaico alcanza el valor maximo, es decir, en la muestra Bueu 3.

Tabla 17: Resultados obtenidos tras realizar un andlisis con el programa REST. La expresion indica cuan-
tas veces hay mas o menos presencia del gen en cada situacion y P(H1) indica si esa diferencia es signifi-
cativa (P< 0,05). La flecha en el cuadro de resultado refleja si es un gen sobreexpresado (T) o infraexpre-
sado (4). Grove: 0 dias, Bueu 1: 2 dias, Bueu 2: 10 dias, Bueu 3: 16 dias, Bueu 4: 72 dias.

GLANDULA DIGESTIVA

Gen | Expresion Error Std. 95% C.I. P(H1) |Resultado
mar1 214 0761-5776  0.169-20579  0.015 T
mar2 1173 0510-2.858 0.204-4.371  0.464

mar1 2.27 0.821-5676  0.307-19.709  0.004 T
mar2 1286  0.457 - 3.443 0175-6.588  0.292

mar1 2.944 1.010-8.252  0.411-29.534  0.001 T
mar2 1.22 0.541 - 2.671 0.230-7.038  0.371

Control vs. Grove

Control vs. Bueu 1

Control vs. Bueu 2

continua...
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Tabla 17 (continuacion) GLANDULA DIGESTIVA

Gen | Expresion Error Std. 95% C.l. P(H1) |Resultado

mdri 4755 1516-12645 0.616-45.721 0 T
Control vs. Bueu 3

madr2 1.672 0.692 - 4.200 0.317-7208  0.029 T

BRANQUIA
Gen | Expresion Error Std. 95% C.1. P(H1) |Resultado
mdri 1.679 0712-4314  0.265-11.832 0.037 T
Control vs. Grove

madr2 0.959 0.460 - 2.143 0.158-3.604  0.842

mdr1 2.656 0.782-8.680  0.275-27.117 0 T
Control vs. Bueu 1

madr2 1.514 0.630 - 3.654 0.250-7.606  0.023 T

mdri 2.479 0.706 - 8.301 0.242 - 28.879 0 T
Control vs. Bueu 2

mdr2 1.454 0.616 - 3.631 0.247 -8.253  0.044 T

mar? 5293 2.635-12.028 0917 -22.890 0 T
Control vs. Bueu 3

mdr2 2.422 1.298 - 4.757 0.528 - 8.427 0 T

MANTO
Gen | Expresion Error Std. 95% C.I. P(H1) |Resultado
mart 1.118 0273-4425  0.078-16535 0.696
Control vs. Grove

mdr2 1.298 0.424 - 4.259 0.183-9.815  0.267

mdri 0.89 0220-3.483  0.064-13.219 0.686
Control vs. Bueu 1

mdr? 1.134 0.385-3.127 0198-6.925 (0542

mdri 0.89 0.220-3.483  0.064-13.219 0.686
Control vs. Bueu 2

mdr? 1.134 0.385-3.127 0.198-6.925 (0.542

mari 0.841 0217-2993  0.064-10.871 0535
Control vs. Bueu 3

mdr2 1.053 0.361-3.025 0.185-6.759  0.807

Los resultados pueden ser interpretados observando los valores de la Tabla 17.
La prueba de hipétesis P(HI) representa la probabilidad de la hipotesis alter-
nativa, indicando si la diferencia entre las muestras y el grupo control se debe
solo al azar y proporciona una medida sobre si el resultado es estadisticamen-

te significativo.
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Los analisis por remuestreo o bootstrapping se utilizan para proporcionar un
95% de intervalo de confianza para los coeficientes de la expresiéon. Cuando
los valores de P(H1) son inferiores a 0,05, se considera que el grupo de mues-
tra es significativamente diferente al grupo control (Pfaffl, 2002), mientras
que los valores de expresion indican la magnitud de la diferencia de los genes
estudiados, es decir, entre el grupo control y las diferentes situaciones analiza-
das. Los resultados inferiores a 1 son las subexpresadas, mientras que las supe-

riores a 1 seran sobreexpresadas.

Las graficas creadas con el programa SPSS nos permiten hacernos una idea de
los cambios de la expresion génica a lo largo de la exposicion toxica (Figura
49, en la pagina siguiente). Se puede ver, al igual que en los resultados obteni-
dos con el REST (Tabla 17), como, en la glandula digestiva y en la branquia,
los niveles de expresion van aumentando con el paso de los dias y se incre-

menta la concentracion de toxina, hasta llegar al maximo (Bueu 3 - 16 dias).

En el ultimo muestreo se produce un descenso de la expresion, asociado a
que las concentraciones de acido okadaico volvieron a disminuir. Esto ocurre
para los dos genes analizados, siendo mucho mas destacado en mdrl que en
mdr2. Si nos fijamos en los resultados obtenidos para el manto, podemos ob-

servar que, en ambos genes, apenas hay cambios entre los distintos muestreos.

Las expresiones relativas de los genes de estudio se normalizaron mediante
los tres mejores genes de referencia para cada tejido, como se hizo con el ana-
lisis REST. Los valores obtenidos también fueron analizados, llevando a cabo

un estudio estadistico, que se realizé6 con IBM SPSS 19 software.

Los datos obtenidos se transformaron al logaritmo en base 2 de la expresion
relativa normalizada para poder trabajar con unos valores que presenten una
distribucion normal. Esto fue confirmado por la prueba de Shapiro-Wilk (el
resultado corrobora la normalidad de la mayoria de los datos, con lo que se
aceptaron los valores obtenidos para continuar el anadlisis). También se com-
probo la homogeneidad de las varianzas, mediante la prueba de Levene (el re-

sultado se muestra en la Tabla 18, situada después de la figura 49).
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Figura 49: Niveles de expresion (a partir de valores con la expresion normalizada, representados en esca-
la logaritmica base 2) de las dos MDR, para los tres tejidos, donde se puede observar como varia a lo lar-
go de la evolucion del episodio toxico, causado por Dinophysis acuminata. Grove: 0 dias, Bueu 1: 2 dias,
Bueu 2: 10 dias, Bueu 3: 16 dias, Bueu 4: 72 dias. Los circulos representan los valores outlier, es decir,
que caen fuera del intervalo esperado (valores con un rango intercualtil ente 1,5y 3). Los asteriscos indi-
can aquellos muestreos que son significativamente diferentes al control, segun el test bilateral de Dunnet
(con sus valores de significacion).
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Tabla 18: Andlisis estadistico de los resultados de las dos mdr, para los tres tejidos. Pruebas de normali-
dad (Shapiro-Wilk) y de homogeneidad de varianzas (Levene). Grove: 0 dias, Bueu 1: 2 dias, Bueu 2: 10
dias, Bueu 3: 16 dias, Bueu 4: 72 dias.

GLANDULA DIGESTIVA
Shapiro-Wilk
Muestreo
Statistic df Sig.
Control 0,943 18 0,331
Grove 0,846 14 0,02
Bueu 1 0,919 15 0,186
mar1
Bueu 2 0,987 14 0,998
Bueu 3 0,95 13 0,596
Bueu 4 0,944 13 0,508
Control 0,953 18 0,473
Grove 0,88 14 0,059
Bueu 1 0,919 15 0,187
mdr2
Bueu 2 0,873 14 0,046
Bueu 3 0,921 13 0,26
Bueu 4 0,985 13 0,995
Test de Levene - Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico ;
de Levene (F) g gl2 Sig.
madr1 0,136 5 81 0,983
mar2 1,315 5 81 0,266
BRANQUIA
Shapiro-Wilk
Muestreo
Statistic df Sig.
Control 0,975 18 0,888
mdr1 Grove 0,945 15 0,447
Bueu 1 0,982 15 0,98
continta...
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Tabla 18 (continuacion) BRANQUIA
Shapiro-Wilk
Muestreo
Statistic df Sig.
Bueu 2 0,961 15 0,71
mdr1 Bueu 3 0,935 15 0,318
Bueu 4 0,914 15 0,158
Control 0,876 18 0,023
Grove 0,937 15 0,351
Bueu 1 0,976 15 0,937
mar2
Bueu 2 0,916 15 0,168
Bueu 3 0,971 15 0,866
Bueu 4 0,941 15 0,389
Test de Levene - Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico .
de Levene (F) & gl2 Sig.
mdri 2,109 5 87 0,072
mdr2 0,874 5 87 0,502
MANTO
Shapiro-Wilk
Muestreo
Statistic df Sig.
Control 0,976 18 0,903
Grove 0,975 15 0,923
Bueu 1 0,959 15 0,682
mdr1
Bueu 2 0,943 15 0,417
Bueu 3 0,98 15 0,969
Bueu 4 0,927 15 0,244
Control 0,96 18 0,594
mar2
Grove 0,966 15 0,792
continua...
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Tabla 18 (continuacion) MANTO
Shapiro-Wilk
Muestreo
Statistic df Sig.

Bueu 1 0,923 15 0,212

Bueu 2 0,963 15 0,745
mar2

Bueu 3 0,9 15 0,094

Bueu 4 0,916 15 0,164

Test de Levene - Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico ;
de Levene (F) ol 9l2 Sig.
madr1 1,457 5 87 0,212
mar2 0,907 5 87 0,48

A continuacion, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) entre grupos, con
el fin de comprobar las posibles diferencias de expresion, al comparar el con-
trol y los diferentes muestreos con afloramiento de plancton toxico. Las dife-
rencias se consideraron significativas para valores de p <0,05 (Tabla 19). A los
genes que, tras el analisis, presentan diferencias significativas, se les aplico el
test a posteriori de Tukey, que lleva a cabo una comparacion de todas las situa-
ciones entre ellos. También se realiz6 la prueba t de Dunnett, ya que permite
utilizar un grupo como control y comparar todos los otros frente a €l. Estos
analisis post-hoc (Tabla 19) se emplearon cuando el analisis ANOVA indic6é que
existia una diferencia significativa entre los casos estudiados, pero es descono-

cido donde se encontraba la variacion.

Cuando el valor de significacion es menor a 0,05, la hipoétesis nula fue recha-
zada. Esto se interpreta como que las medias poblacionales comparadas no
son iguales y, por lo tanto, existe una diferencia significativa entre las situacio-
nes. Para la glandula digestiva y las branquias, tras la prueba de ANOVA de un
factor, la mdrl present6 diferencias significativas para ambos tejidos, con

$=0,000 en glandula digestiva y en branquia.
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En cambio, para la mdr2 solo presento6 diferencias en la expresion la branquia

con p=0,001, mientras que en glandula digestiva el resultado obtenido no fue

significativo ($=0,505). En el analisis del manto, no se encontraron diferencias

significativas para ninguno de los genes mdr cuando se comparo6 el control

frente a los demas muestreos. Los valores de nivel de significacion, tras el ana-
lisis de la varianza (ANOVA), fueron p=0,063 para la mdrl y p=0,117 para la

mdr2, por lo que no se realizé ningun test a posteriori para este tejido (Véase

Tabla 19, a continuacién).

Tabla 19: Resultados del analisis de varianza (ANOVA), realizadas con el programa IBM SPSS 19, para
los tres tejidos (gl: grados de libertad; Sig.: nivel de significacion- p<0,05; F: variacion entre grupos).
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ANQOVA
GLANDULA DIGESTIVA
Cigg“;ggs ol | Mediacuadratica F Sig.
Inter-grupos 41,914 5 8,383 6,773 0
mart | Intra-grupos 100,253 | 81 1,238
Total 142,167 | 86
Inter-grupos 4,487 5 0,897 0,87 0,505
madr2 | Intra-grupos 83,572 81 1,032
Total 88,059 86
ANOVA
BRANQUIA
ci:(rprzgc?s gl Media cuadrdtica F Sig.
Inter-grupos 50,82 5 10,164 6,679 0
mar? | Intra-grupos 132,396 87 1,522
Total 183,217 92
Inter-grupos 18,987 5 3,797 4335 0,001
madr2 | Intra-grupos 76,209 87 0,876
Total 95,196 92
continua...



4. Resultados

Tabla 19 (continuacion)

ANOVA
MANTO
Suma de Media ,
cuadrados gl cuadrdtica F Sig
Inter-grupos 14,406 5 2,881 2,188 0,063
mdr1 | Intra-grupos 114,581 87 1,317
Total 128,987 | 92
Inter-grupos 7,402 5 1,48 1,82 0,117
mar2 | Intra-grupos 70,764 87 0,813
Total 78,166 | 92

Para los genes donde se observo que existian diferencias, se llevo a cabo un
analisis mas exhaustivo, con un par de pruebas post hoc, para asi comparar las
diferentes situaciones. La prueba HSD de Tukey muestra que hay variaciones
en glandula digestiva, cuando se compara el grupo de control (Caraminal)
frente a las muestras de Bueul (p=0,036), Bueu2 (p=0,002), Bueu3 ($=0,000).

En branquia solo se obtuvieron valores con un nivel de significacion menor a
0,05 al comparar el control contra Bueul (p=0,033)y Bueu3 (p=0,000) en la
mdrl, mientras que, para la mdr2, solo una de las situaciones (control frente a

Bueu3) fue significativa, con $=0,003.

También se encontraron diferencias significativas al analizar el muestreo
Bueu 3 (16 dias y cuando se encontré mayor concentracion de toxina), al
compararlo frente a Grove (0 dias) y Bueu 2 (10 dias), tanto en mdrl como en
mdr2.

Las comparaciones multiples realizadas con la prueba de Dunnett presenta-
ron un resultado similar al HSD Tukey. La expresion de la mdrl en glandula

digestiva es significativamente distinta, al comparar todos los casos frente al
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control: Grove ($p=0,035), Bueul (p=0,015), Bueu2 (»=0,001), Bueu3
(p=0,000), Bueu4 (p=0,043).

En el caso de la branquia, se encontraron diferencias significativas en Bueul
(p=0,013) y Bueu3 (p=0,000) y, ademas, se hallaron diferencias con Bueu4
(p=0,034). Para la mdr2, solo con Bueu 3 (p=0,001) (Véase la Tabla 20, a conti-

nuacion).

Tabla 20: Andlisis post hoc de comparaciones maltiples, HSD de tukey y t de Dunnet. Para comparar las
diferencias entre las situaciones en aquellos genes donde se obtuvo un resultado del andlisis de las va-
rianzas significativo. Grove: 0 dfas, Bueu 1: 2 dias, Bueu 2: 10 dias, Bueu 3: 16 dias, Bueu 4: 72 dias.

Comparaciones mdltiples
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HSD de Tukey
= Intervalo de con-
g fianza al 95%
Variable g % % Error g
dependiente = = = [ tipico | % | Limite | Limite
Y O & inferior | superior
?‘D:
Grove | -10.773 | 3964 | 083 | -2.235 .080
Bueu1 | -11.818 | .3889 | .036 | -2.317| -.046
GLAND. HSD de
DIGEST mdr1 Tukey Control | Bueu?2 | -15.566 | .3964 | .002 | -2.714| -399
Bueu3 | -22.483 | .4049 | .000| -3.430| -1.066
Bueu4 | -10.683 | .4049 | 100 | -2.250 114
Grove | -7479 | 4313 | 513 | -2.005 509
Bueu1 | -13.239 | 4313 | 033 | -2581| -.067
Control | Bueu2 | -.8266 | .4313| .399| -2.083 430
BRAN- HSD de
QUIA mdr1 Tukey Bueu3 | -24.046 | 4313 | .000| -3.661 | -1.148
Bueu4 | -11.692 | 4313 | 083 | -2.426 088
Control | 24.046 | .4313 | .000 1.148 | 3.661
Bueu 3
Grove | 16.567 | .4505 | .005 3441 2.969
continua...
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Tabla 20 (continuacion)

Comparaciones mdltiples

HSD de Tukey
= Intervalo de con-
g fianza al 95%
Variable % g E | o S
dependiente = = = | tioico | % | Limite | Limite
- = = inferior | superior
E
Bueu1 | 10.807 | .4505 | .168 -232 | 2393
BRAN- mdr1 HSD de Bueu3 | Bueu2 | 15.780 | .4505 | .009 265 | 2.891
QUIA Tukey
Bueud | 12353 | .4505 | .077 -077 | 2548
Grove 0592 | 3272 | 1.000 -894 | 1.013
Bueul | -4681| 3272 | .708 | -1.422 485
Control | Bueu2 | -1781| 3272 | 994 | -1132 775
Bueu3d | -12.768 | 3272 | .003| -2230| -.323
BRAN- HSD de Bueud | -6008 3272 | 448 | -1.554 353
mdr2
QUIA Tukey Control | 12.768 | .3272 | .003 323 | 2.230
Grove | 13.360 | .3418 | .002 340 | 2332
Bueu 3 | Bueu 1 8087 | .3418 | 180 -187 | 1.805
Bueu2 | 10.987 | .3418 | .022 103 | 2.095
Bueu 4 6760 | 3418 | .363 -320 | 1.672
T de Dunnett (bilateral)
o = Intervalo de confian-
Variable = g | Diferencia | 72 al 95%
depen- S = de medias | . Sig.
diente = = (yy | Upico Limite | Limite
— - inferior | superior
Grove | Control 10.773 3964 035 054 2.101
GLAND.
DIGEST. mar1 Bueu1 | Control 11.818 3889 015 178 2.186
Bueu?2 | Control 15.566 3964 .001 533 2.580
continua...
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Tabla 20 (continuacion) T de Dunnett (bilateral)
o = Intervalo de confian-
Variable = + | Diferencia Error 7aal 95%
depen- S S | demedias | . | Sig. - -
diente = = (1)) p Limite | Limite
— — inferior | superior
GLAND Bueu 3 | Control 22.483 4049 .000 1.203 3.293
GES S omar
DIGEST. Bueud | Control | 10.683 | 4049 | 043 023 | 2113
Grove | Control 1479 4313 302 -.361 1.857
Bueu1 | Control 13.239 4313 013 215 2.433
mdr1 Bueu?2 | Control .8266 4313 216 -.283 1.936
Bueu3 | Control 24.046 4313 .000 1.295 3.514
BRAN- Bueu4 | Control | 11692 | 4313 035 060 2279
QUIA Grove | Control — -0592 3272 | 1000  -.901 782
Bueu1 | Control 4681 3272 A87 -.374 1.310
mdr2 Bueu?2 | Control 1781 3272 978 -.664 1.020
Bueu3 | Control 12.768 3272 .001 435 2.118
Bueu4 | Control 6008 3272 251 -.241 1.442

4.4.5. Analisis de correlacion

A partir de los datos, de la concentracion de acido okadaico y de las medidas
de expresion (Cq) de los dos genes mdr, obtenidas en los tres tejidos, se llevo a
cabo un analisis de correlacion lineal de Pearson. El coeficiente derivado del

analisis, mide la relacion de las dos variables aleatorias cuantitativas.

El resultado indic6 que los niveles de expresion de ambos genes de estudio
presentan una correlacion positiva frente a la cantidad de concentracion, tan-
to en glandula digestiva como en la branquia, mientras que para el manto se-
ria negativa. Solo en la glandula digestiva y para el gen mdrI seria significativo:
mdrl (r=-0,55y p=0,000), segiin se muestra en la Tabla 21. Que exista una co-
rrelacion positiva indica que se observa una dependencia de relacion directa

entre las dos variables, es decir, cuando una de ellas aumenta, la otra también.
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Esto supone que, con un incremento de la concentracion de acido okadaico,

los valores que reflejan los niveles de expresion seran mayores.

Tabla 21. Resultados del andlisis de correlacion Pearson (1), entre la concentracion de dcido okadaico y
la expresion de los dos genes madr, en los tres tejidos.

Expresion
Glandula digestiva Branquia Manto
mar1 mar2 mart mar2 mar1 mar2
r 550 141 182 178 -141 -,106
Concentracion | Sig. (bilateral) ,000 229 118 127 229 ,366
N 74 74 75 75 75 75

Tambien se hizo un analisis grafico, donde se compar6 la variacion de Cq, en
los distintos tejidos y, para los dos genes mds; se calculo la expresion media refe-
renciada al control para obtener un valor que indicase cuantas veces mas se ex-
presa cada gen en los distintos tejidos (Tabla 22), frente a las concentraciones

de acido okadaico [ng/g] medidas en la glandula digestiva de cada muestra.

Tabla 22: Expresion media de los genes en los distintos tejidos, referenciados al control.

Dias con Glandula digestiva Branquia Manto
Muestra )

toxina madr1 mdr2 madr1 mar? madr1 mar?
Grove 0| 1,9527509 | 1,0873042 | 1,6755627 | 0,9231596 | 0,9844005 | 1,5163403
Bueu1 2 1 1,9498272 | 1,3603439 | 3,1423438 | 1,405942 | 0,734006 | 1,0527523
Bueu? 10 | 2,6423326 | 1,2611437 | 3,0889423 | 1,2775526 | 0,7109716 | 1,5287591
Bueu3 16 | 4,3034693 | 1,6523734 | 4,6040657 | 2,225174 | 0,5117781 | 0,9322671
Bueu4 79 | 2,1516132 | 1,5089212 | 3,0670298 | 1,9070784 | 0,6004964 | 0,9406529

Esto permitio observar como, en glandula digestiva y en branquia, mdrl sigue
una dinamica similar a la presencia de toxina en los individuos (principal-
mente, en la glandula digestiva, donde practicamente se solapa con la recta
que mide la concentracion de acido okadaico). También se puede ver que
ocurre algo parecido con mdr2, pero no es tan marcado. Por otra parte, en

manto, no se ve que haya ningun tipo de variacion por la presencia de la toxi-
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na. Otro dato interesante que se puede extraer, tras analizar el grafico, es que,
en la branquia, parece que se produce una respuesta inmediata cuando los in-
dividuos entran en contacto con este tipo de contaminantes, aumentando des-

de un primer momento la expresion de mdrl.
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Figura 50: Gréfico que representa como evoluciond la concentracion media de dcido okadaico en los
muestreos (medida en glandula digestiva), comparada con la expresion media de los dos genes mar
(mdr1, representado con una linea continua; mdr2, con linea punteada) en los distintos tejidos (gldndula
digestiva, en rojo; branquia, en azul y en verde) referenciados al control (en escala logaritmica en
base 10).
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5. DISCUSION

5.1. Obtencion del cDNA que codifica para proteinas MDR y

caracterizacion de estas

Los transportadores ABC y su actividad han sido ampliamente investigados,
principalmente en relacion con la multirresistencia frente a farmacos en can-
ceres humanos, pero, hasta la fecha, no se han realizado muchos trabajos que
estudiasen su relacion con las situaciones ambientales. Las investigaciones en
este campo se han trasladado a las especies marinas, debido a que estas son ca-
paces de tolerar altos niveles de xenobioticos ambientales, tanto naturales

como antropogénicos.

La acumulacion en los moluscos bivalvos de algunas toxinas, producidas por
ciertas especies de microalgas, constituye un grave inconveniente, que conlle-
va importantes problemas economicos y de salud. Por esta razon, se estan lle-
vando a cabo numerosas investigaciones que han tratado de obtener informa-
cion sobre las proteinas transportadoras de membrana, con el fin de procurar
comprender si estas podrian estar involucradas en los procesos de desintoxica-

cion.

La multirresistencia frente a xenobioticos (MXR) en organismos acuaticos ex-
puestos a toxinas o contaminantes antropogénicos es un fenomeno analogo a
la multirresistencia a farmacos (MDR) observada en lineas celulares tumora-
les resistentes a drogas anticancerigenas (Endicott & Ling, 1989; Kurelec,
1992). Esta resistencia se debe en parte al elevado nivel de expresion de cier-
tas proteinas transportadoras de membrana, pertenecientes a la superfamilia
de proteinas ABC, particularmente a la P-glucoproteina (P-gp, ABCBI,
MDR1) y a la multidrug resistance-related protein (MRP) (Bard, 2000).

Existen diversas evidencias de su funcionamiento en bivalvos marinos (Eufe-
mia & Epel, 2000; McFaden et al., 2000; Smital et al., 2000; Pain & Parant,
2003a; Franzelliti & Fabbri, 2006), que demuestran la induccion del sistema
frente a diversos contaminantes. Sin embargo, apenas hay referencias en rela-

cion con su posible papel en la eliminacion de toxinas durante los procesos de
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desintoxicacion celular en moluscos, asociados a los episodios toxicos por fi-
cotoxinas lipofdlicas, concretamente el dcido okadaico y sus derivados. Se ha
considerado a la P-gp como una candidata a participar en la expulsion de este
tipo de toxinas de las células de moluscos, ya que la estructura molecular de
este compuesto cuadra perfectamente en el diseno de la amplia variedad de
metabolitos que pueden unir y llevar hacia fuera de la célula estos transporta-
dores de membrana. Ademas, en diversas lineas de células tumorales huma-
nas resistentes a elevadas concentraciones de acido okadaico, se ha puesto de
manifiesto que esta resistencia se debe a la sobreexpresion del gen de la P-glu-
coproteina (P-gp) (Ritz et al., 1999).

Por tanto, se ha propuesto la existencia de un sistema MXR en moluscos. El
hecho de que el acido okadaico presente una estructura molecular adecuada
como posible sustrato de la P-gp, la evidencia de que el acido okadaico es
transportado por esta proteina de membrana en células de vertebrados y el ca-
racter universal y conservado de este sistema de transporte de toxinas permi-
ten, en conjunto, proponer la hipotesis de que estos transportadores podrian
desempenar un importante papel en la desintoxicacion celular de moluscos,

durante la presencia de episodios toxicos.

Para confirmar esta hipotesis, se ha secuenciado el cDNA que codifica para
dos proteinas MDR en el mejillon Mytilus galloprovincialis. Se parti6 de mues-
tras de manto. A estas se les extrajo el RNA, que se us6 para una posterior sin-
tesis de cDNA y del que se obtuvieron diferentes fragmentos por amplifica-
cion de determinadas regiones de las secuencias nucleotidicas, segin los

cebadores que se utilizaron.

Muchas veces, al intentar amplificar un fragmento, no se obtenia ningin pro-
ducto tras 30-35 ciclos de PCRy, tras introducir la reaccion en el termocicla-
dor otros 5-10 ciclos, ya se veian los fragmentos en el gel de agarosa. En nume-
rosas ocasiones, no se observo ningun resultado tras las amplificaciones; otras
veces, los productos obtenidos presentaban tamanos distintos a lo esperado; e
incluso en bandas que fueron cortadas, tras todo el proceso de clonacion para

ser enviadas a secuenciar, se comprobaba que no presentaban semejanza con
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lo deseado. Ademas, el diseno de cebadores también influye de forma impor-
tante en la eficacia que se pueda alcanzar en la reaccion. A lo largo de esta in-
vestigacion, se disenaron diferentes cebadores, que, tras numerosos intentos,

tuvieron que ser descartados.

Por tanto, como se puede apreciar, el trabajo de amplificacion y clonacion
para poder secuenciar los diferentes fragmentos que conforman las dos se-
cuencias de los genes mdr fue mas complicado de lo esperado. Ademas, para
presentar una secuencia nucleotidica robusta, se procur6 que todas las regio-
nes amplificadas estuviesen compuestas por al menos 5 clones. Esto es debido
a que los diferentes clones muchas veces difieren en algtin nucleétido. Como
no podemos decidir cudl de los nucleétidos es el frecuente, al tener varios clo-
nes, se puede elegir mas facilmente, ya que uno de ellos se repetira mas. Es in-
teresante usar una cifra impar de clones, ya que asi generalmente no habra
igualdad en el nimero nucleoétidos y siempre nos podremos decantar por uno
de ellos. Otro punto a tener en cuenta es que los distintos fragmentos tenian
que solaparse entre ellos, facilitando asi el ensamblado de la secuencia final

(contig).

Las secuencias completas fueron obtenidas tras la unién de todos los fragmen-
tos y la comparacion con las bases de datos del EBI (European Bioinformatics
Institute) y del NCBI (National Center for Biotechnology Information) confirmé un
alto grado de identidad con el gen ABCBI, indicando que se trataban de ge-
nes que codificaban para proteinas ABC de la subfamilia B a la que pertenece
la MDR, con un porcentaje de identidad en torno al 50% con las MDR de ver-
tebrados. La primera en ser obtenida (mdrl) estaba formada por una secuen-
cia de cDNA de 4271 pb y presenta un marco abierto de lectura de 3924 nu-
cleétidos, que codifican para una proteina de 1307 aminoacidos. La segunda
(mdr2) era un poco mas grande (4417 pb), con un marco abierto de lectura

de 4104 nucleétidos, que codifican para una proteina de 1367 aminodcidos.
Un posterior estudio de la secuencia, con herramientas bioinformaticas,

muestra que las proteina tienen la estructura tipica de las proteina transporta-

doras ABC completas con dos dominios transmembrana (TMD1 y TMD2),
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con 6 segmentos o-hélices en cada uno de ellos, que atraviesan la bicapa lipidi-
ca. En la parte extracelular de estas regiones, ademas, se pudieron localizar
los posibles sitios de N-glucosilacion. También existen dos dominios de unién
al nucleé6tido (NBD1 y NBD2), con los motivos altamente conservados a través
de la evolucion y caracteristicos de estas proteinas, tales como los Walker A 'y
B, el motivo C o los distintos bucles o loops (Figura 40). Todos ellos fueron fa-
cilmente localizados en las secuencias de cDNA obtenidas a partir de tejido
del mejillon M. galloprovincialis (Luckenbach & Epel, 2008). También descri-
bieron una proteina MDR en el mejillon M. californianus, con la que sobre
todo la MDRI de M. galloprovincialis comparte un elevado grado de identidad

de aminoacidos.

Ambas cuadran perfectamente con las descritas previamente en otras especies
(principalmente humanos) por diversos investigadores, presentando los moti-
vos conservados mencionados anteriormente, las zonas de glucosilacion en la
parte extracelular y las regiones terminales de la proteina hacia el citosol
(Chen et al., 1986; Higgins, 1992; Ambudkar et al., 2006; Chouduri & Klaassen,
2006; Deeley et al., 2006).

Ademas, se llevo a cabo un analisis de los distintos motivos conservados en am-
bas proteinas, comparandolas con otras ABCB de humanos y bivalvos, para es-
tudiar si ciertos aminodcidos importantes se mantenian conservados en meji-
ll6n. Se emplea el alineamiento obtenido con el programa ClustalW, que es
editado con GenDoc (Anexo 8.2.), para facilitar la localizacion de las regiones
con mayor parecido. El A-loop mantiene como residuo aromatico la tirosina
(Y), en ambos NBD, de las dos proteinas. Los Walker A son practicamente
idénticos entre si, cuando son comparados frente a los de las demas proteinas
con la cisteina (C), implicada en la formacion de los puentes disulfuro, pre-
sente en todos ellos. En el Q-loop, la glutamina conservada también aparece
siempre, pero tres posiciones antes. En la MDRI, hay una valina (V) en el

NBDI, al igual que en humanos, mientras que en la MDR2 es una isoleucina

(1.
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Lo mismo ocurre en el NBD2, donde vuelve a haber valina en MDRI, e isoleu-
cina en MDR2, pero, en este caso, en humanos encontramos isoleucina. El
motivo C es practicamente igual en todas las secuencias comparadas. Solo se
ve una diferencia entre las de bivalvos y las de humanos: de nuevo cambia una
valina (en bivalvos) por una isoleucina (humano). Estos aminoacidos son es-
tructuralmente muy parecidos, por lo que la sustitucion de uno por otro no
deberia provocar muchos cambios en la estructura de la proteina, aunque po-
dria ser que afectase de algin modo a su funcionalidad. Tanto los Walker B
como los D-loop estan totalmente conservados, manteniéndose idénticos entra
todas las secuencias. Lo mismo ocurre con el H-loop del segundo NBD, que se
mantiene IVIAHRL, que es igual a la secuencia presente en el primer NBD en
humanos, pero que en mejillon cambia la primera isoleucina por una leucina,

aminoacidos muy similares entre ellos.

Por altimo, se analizaron ciertos residuos, cuyas mutaciones provocan cam-
bios en la actividad de la proteina (Frelet & Klein, 2006). Por ejemplo, en la
glicina (G185 de la ABCB1 de humanos), produce cambios en la estructura y
funcionalidad de la proteina; esta se mantiene conservada en mejillon (G190
en la MDR1 y G262 en MDR2). En cambio, la prolina P709, implicada en la in-
tegridad de la estructura de la proteina, en MDR2 se conserva (P797), pero en
MDRI es sustituida por glicina (G745). Aun asi, se puede observar que apenas
se producen cambios en las zonas conservadas y las sustituciones encontradas
ocurren entre residuos, que suelen ser muy similares entre ellos, mantenien-

do las proteinas funcionales, a pesar de las diferencias encontradas.

Seria interesante que estos residuos fuesen estudiados en especies que presen-
ten estas proteinas poco funcionales. Esto nos ayudaria a poder conocer si
existen variaciones importantes, que pudiesen influir en la actividad de estos

transportadores.
La presencia de proteinas transportadoras ABC, similares a hABCB1/MDRI1 y

hABCB4/MDR3, confirman la posibilidad de que estas proteinas en los meji-

llones, podrian tomar parte en la defensa contra agentes toxicos. Estos trans-
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portadores pueden servir como proteinas esenciales, permitiendo al mejillon

sobrevivir y reproducirse con €éxito en ambientes contaminados.

En los seres humanos, la P-glucoproteina (MDR1) actta de tres maneras
(Fromm, 2004): en primer lugar, regula la absorcion del farmaco (xenobioti-
co) en la membrana luminal de las células de absorcion intestinales. Si el me-
dicamento llega a la circulacion sanguinea, la eliminacion del farmaco es lle-
vada a cabo en la membrana canalicular de los hepatocitos del higado.
Finalmente, la P-gp limita la penetracion del farmaco en los tejidos sensibles,

como podrian ser el cerebro, los testiculos o el feto.

También se observé que la MDR es expresada en muchos tejidos que poseen
una funcion excretora (intestino delgado, higado y rinén) y en las barreras
sangre-tejido: barrera hematoencefalica, barrera sangre-testiculo y placenta
(Fromm, 2004). Algo similar, traducido a la fisiologia de los bivalvos, podria
tener lugar en los mejillones, donde también se describe su actividad como
una primera linea de defensa contra las moléculas organicas moderadamente
hidréfobas (Cornwall et al., 1995). Al igual que ocurre en humanos, los meca-
nismos de transporte de xenobidticos muestran caracteristicas similares de
sustratos sobre los que actian. Los parecidos que se observan entre estas pro-
teinas en distintas especies podrian mostrar como se ha ejercido una presion

evolutiva a lo largo del tiempo, para conservar las propiedades funcionales.

Numerosos trabajos, donde se usaron sustratos fluorescentes, deteccion inmu-
noquimica con anticuerpos monoclonales especificos, y experimentos mas re-
cientes con técnicas moleculares han confirmado la actividad de transporte de
estas proteinas y su proteccion contra los contaminantes, en moluscos bivalvos
(Minier et al., 1993; Cornwall, 1995; Galgani, 1996; Minier & Moore, 1996 a &
b; Smital et al., 2000, 2003; Achard et al., 2004; Hennessy & Spiers, 2007).
Actualmente, se estan realizando diversos estudios para tener un mejor cono-
cimiento de la expresion de los transportadores, sus funciones en la regula-

cion y las caracteristicas de los sustratos transportados.
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Una interesante observacion respecto a las investigaciones realizadas se refie-
re a los resultados obtenidos con el anticuerpo monoclonal C219 (Georges et
al., 1990), empleado en numerosas investigaciones para confirmar la presen-
cia de P-gp en los tejidos. Se calcul6 el peso molecular de la proteina, usando
la técnica de western blot, donde los resultados obtenidos presentan una amplia
gama de valores, que difieren entre ellos, segtin la sensibilidad de la técnica
empleada y la especie analizada. En seres humanos, se confirmé la presencia
de una molécula glucosilada de unos 140-170 kDa, responsable de esta activi-
dad. En las branquias de M. galloprovincialis, se observaron dos bandas inmu-
norreactivas de 225y 240 kDa (Galgani et al., 1996). Ademas, una proteina de
145 kDa fue hallada en M. californianus (Cornwall et al., 1995); también se de-
tecté una banda de 170 kDa en esta misma especie (Eufemia & Epel 2000).
Otros autores confirmaron una banda de 135 kDa en las branquias de la alme-
ja C. fluminea (Waldmann et al., 1995; Achard et al., 2004) y de 200 kDa en las
branquias de las ostras C. gigasy C. virginica (Minier et al., 1993; Keppler &
Ringwood, 2001).

Esta amplia gama de resultados puede ser tan variable por distintos motivos,
como diferencias en la especificidad por el sustrato, debido a una reaccion
cruzada con proteinas similares o, incluso, dependiendo del estado de gluco-
silacion de la proteina (Kartner et al., 1985). En este estudio, se calcul6 el peso
molecular de ambas proteinas (sin glucosilar), usando el programa en linea
Protein molecular weight (http://www.sciencegateway.org/tools/pro-
teinmw.htm), basado en andlisis de las secuencias aminoacidicas completas.
Los valores obtenidos fueron 143,91 kDa para MDR1 y 150,37 kDa para
MDR2, resultados proximos entre ellos y en el rango de los resultados obteni-

dos por los demas autores.

Otra interesante investigacion, realizada por Kingtong et al. (2007) en la ostra
Saccostrea forskali, confirma la presencia de la proteina MDRI1, en los mismos
tejidos que se usaron para este trabajo. Se utiliz6 la técnica de inmunobloting, 1a
cual sirve para mostrar la localizacion de la proteina, que en este caso se loca-
liz6 en la zona apical del epitelio de las branquias y de la glandula digestiva;

mientras que, en el manto, se observo principalmente en la zona citoplasmati-
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ca de las células basales. En otra especie de ostra (C. virginica), los estudios
han demostrado la presencia de P-gp en extractos de células (Minier et al.,
1993; Keppler & Ringwood, 2001), confirmando también que la MDR de las
membranas celulares expulsa sustratos al exterior. Esto se comprobo6 gracias a
la disminucion en las tasas de flujo de salida, cuando hay presencia de inhibi-
dores MXR, del colorante rodamina B, en las branquias de las ostras (Ivanina
& Sokolova, 2008).

Relacionados con el mejillon, se realizaron numerosos trabajos para confir-
mar la actividad de la proteina P-gp en las branquias (Kurelec & Pivcevic 1989;
Kurelec 1992, 1995b; Cornwall 1995; Smital et al., 2003). Recientemente, Luc-
kenbach & Epel (2008) han realizado un estudio detallado, donde analizaron
las secuencias de cDNA de dos proteinas ABC. Se estudiaron su funcion de
transporte en las branquias, usando inhibidores farmacolégicos; su expresion
génica y la localizacion de estas bombas transportadoras. Se encontr6 que la
expresion de ABCB, en la interfase branquias-medio ambiente, actia como
una barrera selectiva que dificulta la entrada de los xenobi6ticos en el organis-
mo. Ademas, se confirmo la eliminacion de productos metabolicos endégenos

finales.

Estos procesos de importacion y exportacion crean una permeabilidad muy
selectiva del tejido branquial, permitiendo simultaneamente la acumulacion
de productos importantes y la expulsion de compuestos perjudiciales. La su-
perficie de contacto branquia-medio ambiente, en el mejillon, puede ser con-
siderado estructuralmente comparable a las barreras sangre-tejido de los ver-
tebrados, controlando la admision de nutrientes, pero impidiendo la entrada
de los xenobioticos mediante los transportadores ABC. Los resultados obteni-
dos en este estudio, sobre la expresion, también muestran una alta actividad
de estas proteinas en las branquias frente a otros tejidos como la glandula di-
gestiva o manto, pudiéndose confirmar la gran importancia de las branquias

como una barrera externa entre el medio ambiente y el organismo.

Por tanto, en el presente estudio, se ha demostrado la existencia de dos trans-

portadores transmembrana MDR en Mytilus galloprovincialis a nivel de mRNA,
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mediante el uso de diversos cebadores y numerosas reacciones de PCRy RACE
PCR, que permitieron obtener la secuencia completa de las dos MDR. Al ser
comparadas con las secuencias generales presentes en las bases de datos, se
confirma una similitud en ambos casos con genes homoélogos mdr;, pero, al rea-
lizar un alineamiento multiple entre ambas secuencias (mdrl y mdr2) con el
programa ClustalW, se observaron ciertas diferencias, lo que sugiere la posibi-
lidad de que estemos en presencia de dos secuencias paralogas. Esto parece
ocurrir también en otras especies de moluscos marinos ( Crassostrea gigasy Lot-
tia gigantea), en los que también se han encontrado, al menos, dos proteinas
MDR.

Al analizar el arbol filogenético (Figura 43), se puede observar como se for-
man dos grupos diferentes donde son englobadas cada una de ellas, por sepa-
rado. Por tanto, nuestra secuencia mdrl se agrupa con las secuencias homolo-
gas de C. gigasy L. gigantea'y con la secuencia descrita para la P-gp en el
mejillon M. californianus, la del erizo de mar Strongylocentrotus purpuratusy del
gusano hemicordado Saccoglossus kowalevskii. Por otra parte, mdr2 también esta
comprendida en otro grupo con sus homologos en C. gigasy L. gigantea, y con
la del mejillon Brachidontes pharaonis. E1 arbol también nos permite observar
que hay una secuencia de una MDR en Crassostrea ariakensis, que no se agrupa
con ninguna otra secuencia. Esto nos hace suponer que probablemente exis-

ta, por lo menos, otra proteina MDR en los moluscos bivalvos.

Un estudio adicional, donde se analiz6 la expresion de estos genes entre tres
tejidos diferentes (glandula digestiva, branquia y manto) y en una situacion
con presencia de OA, mostré que habia diferencias entre los dos genes. Esto
nos indica que la expresion de estas dos proteinas se regula de forma inde-
pendiente. Esta situacion, donde coexisten dos P-glucoproteinas homologas,
se ha observado en diferentes especies, confirmando distintas actividades y lo-

calizacion, dependiendo del tejido donde fueron analizadas.
Un ejemplo ocurre en roedores, donde se han descrito varias MDR 'y, dentro

de la MDRI, se han caracterizado dos diferentes (ABCBla y ABCB1b, codifica-

das por los genes mdrlay mdrlb, respectivamente). Al estudiar la expresion de
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los genes en los distintos tejidos, se observa como varian considerablemente.
Asi, la mdrla se expresa a niveles elevados en la barrera hematoencefalica, in-
testino, placenta, higado y rinén, mientras que mdrlb se sobreexpresa en la
glandula adrenal, el endometrio del tutero gestante, ovario, placenta, higado,
y rinon (Leslie et al., 2005). En esta investigacion, se ha observado que en el
mejillon, ocurre algo similar, observandose diferentes niveles de expresion se-

gun el tejido analizado.

5.2. Analisis de genes de referencia

La distribucion y la expresion de estas proteinas en los 6rganos de mejillones
como branquias, manto y glandula digestiva, fue medida por RT-qPCR, ya que
permite investigar este importante mecanismo en invertebrados acuaticos, a
nivel transcripcional de los genes. La RT-qPCR es una técnica, que se utiliza
habitualmente, para la cuantificacion de la expresion génica, debido a su alta

sensibilidad y robustez.

En primer lugar, varios genes de referencia fueron evaluados para encontrar
los mas estables y usarlos como normalizadores, ya que utilizar genes de refe-
rencia inestables puede producir resultados incorrectos y conducir a conclu-
siones erroneas. Realizar una normalizacion precisa de los niveles de expre-
sion de los genes es una condicion sin la que no se podrian obtener resultados
fiables. Ademas, muchos estudios han demostrado que el uso de un tnico gen
de referencia no es apropiado para la normalizacion en la cuantificacion de la
expresion génica y que emplear un conjunto de varios genes de referencia es

mas adecuado para este proposito (Vandensompele et al., 2002).

Desafortunadamente, no hay establecido un grupo de genes estables universa-
les de referencia, ya que son variables, segin como se expresen en los diferen-
tes tejidos y las distintas condiciones biologicas y ambientales que se den para
cada analisis. Ademas, es dificil reconocer genes validos para utilizar en la nor-
malizacion, sin llevar a cabo un estudio que los identifique. Esto justifica la

busqueda de genes que presenten una expresion estable, en cada situacion
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experimental, para el desarrollo de una estrategia de normalizacion adecua-

da.

Los genes candidatos para realizar ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real
fueron evaluados en mejillones, condicionados por la presencia de una flora-
cion de plancton toxico. También se realizo este analisis con el fin de compa-
rar los genes mas estables para los tres tejidos. La seleccion de los ocho genes
candidatos -NADH deshidrogenasa subunidad 4 (nd4); gliceraldehido-3-fosfa-
to deshidrogenasa (gapdh); citocromo c oxidasa subunidad I (coxI); proteina
de fusion ubiquitina - proteina ribosomal S27 (1ps27); factor de iniciacion de
la traduccion bA (#if5a); 40S proteina ribosomal S4 (rps4); actina (act) y RNA
ribosomal 18S (18S)— estuvo basada, principalmente, en genes de referencia
conocidos y empleados para otros organismos. LLos genes de referencia ideales
deberian mostrar un patron regular y estable, con independencia de como in-
fluyen los factores que rodeen al organismo de estudio, por lo que no debe-
rian participar en las rutas que podrian ser activadas durante la situacion ex-

perimental, ya que, probablemente, serian genes inestables.

Algunos de los algoritmos normalmente empleados para la evaluacion de los
genes de referencia son altamente dependientes de que su expresion no sea
co-regulada bajo condiciones experimentales. Por esto, los ocho genes que se
han seleccionado representan diferentes clases funcionales y estan involucra-
dos en diferentes procesos biologicos (Tabla 5), por lo que el efecto de tal

co-regulacion, en teoria, deberia ser menor.

Puesto que los genes de referencia deberian ser estables, durante todo el ex-
perimento en el que se estudia la expresion de los genes diana, la toma de
muestras para la evaluacion de los genes de referencia debe ser cuidadosa.
Por lo tanto, para este estudio, han sido muestreados mejillones libres de toxi-
nas y mejillones en presencia de acido okadaico, en cuatro momentos diferen-
tes a lo largo de la curva de intoxicacion-desintoxicacion. Se analizaron no-
venta y tres muestras para cada tejido. Los valores de Cq obtenidos muestran

que los genes candidatos son bastante estables en todas las condiciones expe-
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rimentales, a excepcion de nd4 en la glandula digestiva, tanto en los mejillo-

nes libres de toxinas como en aquellos con presencia de toxina.

NormFinder, geNorm y BestKeeper son programas que se utilizan comun-
mente para determinar los genes de referencia mas estables, a partir de un
grupo de candidatos. Cada uno de estos métodos tiene sus ventajas e inconve-
nientes. En geNorm, la estabilidad de un gen candidato se determina por
comparacion por pares de la variacion de los coeficientes de expresion, por lo
que la estabilidad de un gen de referencia dependera de la serie de genes can-
didatos que se incluyen en el analisis. En vez de localizar el gen expresado mas
estable, el geNorm tiende a seleccionar el gen que presenta mayor grado de si-
militud con el patron de expresion de genes candidatos, basandose en el con-

junto de datos.

El algoritmo BestKeeper utiliza un valor o indice BestKeeper, que es la media
geométrica del Cq de los genes candidatos. Un buen gen candidato debe pre-
senta una buena correlaciéon (lo mas préoximo a 1), mientras que valores eleva-
dos en la desviacion estandar indican que los genes son inestables. El software
NormFinder determina la estabilidad de los genes candidatos, basandose en

una estimacion de la variacion inter e intra-grupo.

Los genes que elegimos se han utilizado en muchos estudios como genes de
referencia para normalizar los resultados. Pero, como se ha demostrado tras
numerosas investigaciones, la mayoria de los genes usados, sin una previa vali-
dacion, no son adecuados como genes de referencia. Por ello, algunos traba-
jos deberian ser revisados y se deberia analizar la estabilidad de esos genes, an-

tes de ser utilizados como normalizadores.

El gen gapdh se utiliza con frecuencia como un gen de referencia, debido a su
papel clave en la ruta glucolitica. Sin embargo, gapdh se asocia con varias fun-
ciones, como la fusion de la membrana en la exocitosis, la exportacion del
RNA nuclear, la replicacion y reparacion del DNA, la apoptosis o frente a pa-
togénesis viral (Bustin, 2002; Hugget et al., 2005). Los niveles de mRNA de la

gapdh pueden ser regulados en situaciones comunes y, en algunos casos, po-
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dria ser apropiado como gen de referencia para algunas condiciones experi-

mentales.

Nuestros datos de expresion para la gapdh confirmaron este gen como un
buen estandar interno para el estudio de la expresion génica en mejillones en
presencia de mareas toxicas. Se obtuvieron resultados similares con la gapdh
en el delfin rayado Stenella coeruleoalba (Spisanti et al., 2006), en el lenguado ja-
ponés Paralichthys olivaceus (Aoki et al., 2000) y, mas recientemente, fue valida-
do como un gen de referencia adecuado para la ostra plana Ostrea edulis (Mor-
ga et al., 2010) y, para la gonada masculina, en la vieira Pecten maximus (Mauriz

et al., 2012).

rps4y rps27 codifican proteinas de la subunidad ribosémica pequena y son
componentes estructurales de esta region ribosomal. Aunque los genes que
codifican proteinas ribosomales se han recomendado previamente para su
uso, principalmente. en métodos de deteccion menos sensibles, como la Nort-
hern blot (Thellin et al., 1999), muchos estudios recientes de validacion de ge-
nes de referencia han confirmado que los genes codificantes para las protei-
nas ribosomales muestran estabilidades considerables en la expresion de
diferentes lineas celulares y tejidos de mamiferos (Brinkhof et al., 2006; Spin-
santi et al., 2006; Janovick-Guretzky et al., 2007), peces (Infante et al., 2008),
moluscos (Siah et al., 2008; Mauriz et al., 2012) o plantas (Barsalobres-Cavalla-
ri et al., 2009). Los resultados obtenidos en este estudio también sugieren que
los genes que codifican para las proteinas ribosomales pueden ser buenos can-
didatos para sustituir genes de referencia tradicionales como controles inter-

nos en los ensayos de PCR a tiempo real.

coxI (citocromo c oxidasa subunidad 1) es un gen mitocondrial que codifica
para un componente de la cadena respiratoria mitocondrial del complejo IV.
Este gen es uno de los marcadores mas populares, empleado en genética de
poblaciones y estudios filogenéticos, en todo el reino animal. Los resultados
obtenidos en la glandula digestiva y las branquias de M. galloprovincialis consi-

deraron a coxI como un gen estable para esta situacion.
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Los resultados también sugieren que el 18S, nd4y act, de uso muy frecuente
como genes para la normalizacién, han de ser empleados con precaucion
como gen de referencia en estudios de RT-qPCR, ya que aparecen como los
genes menos estables en los tres tejidos analizados. Los genes 18Sy act se han
evaluado en otros estudios en moluscos (Siah et al., 2008; Araya et al., 2008;
Wan et al., 2011; Morga et al., 2011), para utilizarlos como normalizadores en
analisis de expresion, pero también se encontré que, por lo general, son ge-
nes inestables y, por lo tanto, no recomendables para usarlos como genes de

referencia.

El gen 185 rRNA se ha empleado, habitualmente, como un gen de control in-
terno para la RT-qPCR, en numerosos estudios de expresion e incluso en tra-
bajos en mejillones (Franzelliti & Fabri, 2006; Dondero et al., 2005; Puinean et
al., 2006). Pero, debido a su abundancia, cuando se compara con el mRNA, se
convierte en inadecuado para la normalizacion (Vandesompele et al., 2002).
Se han realizado numerosos estudios, donde se evaltian las variaciones de ni-
vel de rRNA, para poder usarlo como normalizador (Hansen et al., 2001; Tri-
carico et al., 2002; Araya et al., 2008; Siah et al., 2008; Sellars et al., 2007; Olsvic

et al., 2005), confirmando que el 18S era un gen bastante inestable.

La act es el gen que codifica para la proteina presente en mayor abundancia
en células eucariotas. Es un componente importante, implicado en la estruc-
tura del citoesqueleto, que soporta la célula y determina su forma, jugando un
papel esencial en la fagocitosis y la encapsulacion. Con frecuencia, los genes
que codifican para las actinas se han empleado como genes de referencia en
numerosos estudios de expresion de RT-qPCR en moluscos (Dondero et al.,
2005; Cellura et al., 2006; Banni et al., 2007). Varios trabajos han demostrado
que la act actia como un control interno inapropiado para analisis de RT-
-qPCR (Selvey et al., 2001; Deindl et al., 2002; Hugget et al., 2005; Zhang & Hu,
2007). Los resultados obtenidos en esta investigacion también sugieren que la
expresion de act se ve afectada por la presencia de acido okadaico y es, por lo

tanto, un gen inestable.
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Es dificil comparar nuestros resultados en moluscos con otros estudios, ya que
hay una falta de investigaciones sobre la seleccion de genes de referencia en
estos organismos (Wan et al., 2011). Hasta la fecha, se conocen pocos informes
sobre la evaluacion de estos genes en bivalvos (Araya et al., 2008; Siah et al.,
2008; Morga et al., 2010; Dheilly et al., 2011; Cubero-Leon et al., 2012, Mauriz
et al., 2012) y, ademas, la mayoria de ellos estan dirigidos a los hemocitos (Ara-
ya et al., 2008; Siah et al., 2008; Morga et al., 2010). En el ostra japonesa Crassos-
trea gigas (Dheilly et al., 2011), los genes mas estables eran gapdhy el adp factor
de ribosilacion 1. gapdh también se encontr6 bien clasificado en la ostra plana
O. edulis.

Varios autores (Araya et al., 2008; Siah et al., 2008; Morga et al., 2010) evalua-
ron los diferentes genes de control en dos situaciones para la almeja (Mya are-
naria) y encontraron que efI (factor de elongacion 1) y S$-18 (proteina riboso-
mica) fueron los genes mas estables. En el abalon Haliotis discus, mpl5 (proteina
ribosomal L5), elf (factor de elongacion 1) y sdha (succinato deshidrogenasa)
se consideraron los genes mas estables (Wan et al., 2011). En la vieira P. maxi-
mus, Mauriz et al. (2012) encontraron que los genes mas estables, a lo largo
del ciclo gametogénico, fueron ndufa?7, rpsay efla en ovario, mientras que
para la gonada masculina fueron 18S, ndufa7y gapdh. Estas observaciones su-
gieren la posibilidad de que, para distintas especies o en diferentes condicio-
nes experimentales, se requieran diferentes controles internos para la norma-
lizacion en las RT-qPCR.

El nimero 6ptimo de genes de referencia utilizados para la normalizacion
sera dependiente de las consideraciones practicas y la precision deseada para
el experimento. Generalmente, se ha sugerido que el uso de tres genes de re-
ferencia es suficiente en la mayoria de los casos (Vandesompele et al., 2002),
principalmente cuando solo unos pocos genes diana son los que van a ser es-
tudiados. El programa geNorm (Vandesompele et al., 2002) se puede utilizar
para determinar el nimero 6ptimo de genes de referencia necesarios para la
normalizacion, mediante los valores obtenidos de la variacion por pares
(Via/n +1), calculada entre los factores de normalizacion NF,, y NF,;; (utilizan-

do los genes de referencia n o n+1, respectivamente).
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Vandesompele et al. (2002) han sugerido un corte arbitrario con un valor de
0,15, por debajo del cual la inclusion de mas genes de referencia no es necesa-
ria. Muchas veces no se alcanzan valores inferiores, por lo que debe ser el in-
vestigador el que sugiera cual es el valor de corte adecuado. Ling & Salvaterra
(2011) proponen que el valor minimo V,, ;11 representa el factor de normali-
zacion (NF) mas estable y, por lo tanto, corresponderia al nimero 6ptimo de
genes de referencia necesarios para la normalizacion. Segun este criterio, se-
rian necesarios cinco genes de referencia en la glandula digestiva y manto, y
cuatro o seis en las branquias, porque V5/6 alcanza los valores mas bajos en la
glandula digestiva y manto, mientras que V6/7 muestra el valor mas bajo en
las branquias, pero, como en V4/5 hay un valor inferior al que aparece en
V5/6, se consider6é que con cuatro genes era suficiente (Figura 44). Al compa-
rar los tres tejidos, serian necesarios cinco genes de referencia, porque tam-

bién es en V5/6 donde se alcanzan los valores mas bajos.

La mejor solucion para elegir los genes de referencia que vayamos a usar es,
probablemente, usar los diferentes algoritmos para evaluar la estabilidad de
los genes candidatos y seleccionar aquellos bien clasificados tras todos los ana-
lisis. Finalmente, se decidieron utilizar tres genes para cada tejido por separa-
do y cuatro, cuando se querian comparar entre ellos. Esto es debido a que,
por un parte, se consider6 que tres genes de referencia eran suficientes para
llevar a cabo el analisis, tal como propusieron Vandesompele et al. (2002).
Ademas, la eleccion de mas genes de referencia planteaba problemas. Esto es
debido a que, segun los tres programas, los tres genes clasificados como mas

estables coinciden, pero a partir de la cuarta posicion hay discrepancias.

Por ello los genes de referencia que se usaron son:

- Los tres tejidos (glandula digestiva, branquias y manto): gapdh, rps27, rps4y
cox1.

. Glandula digestiva: gapdh, rps4y coxl.

- Branquia: gapdh, rps4y coxl.

- Manto: gapdh, rpsdy rps27.
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5.3. Estudios de expresion de los genes que codifican para las

proteinas MDR

Como ya se ha explicado en el apartado 1.1.4. Bilogia, anatomia v fisiologia del
mejillon M. galloprovincialis, los mejillones son animales suspensivoros, que fil-
tran grandes voliumenes de agua para alimentarse, pudiendo acumular una
amplia variedad de contaminantes y toxinas fitoplanctonicas en su cuerpo.
Una vez estos compuestos son absorbidos, se almacenan en los diferentes teji-
dos del animal, dependiendo de su composicion bioquimica y la condicion fi-
siologica de cada individuo (Widdows & Donkin, 1992).

El acido okadaico es una toxina lipofilica producida por algunas microalgas,
principalmente por varias especies de los géneros Prorocentrumy Dinophysis (Ya-
sumoto et al., 1980). La principal forma de captacion de este contaminante or-
ganico en los mejillones es a través de las membranas de las branquias, cuan-
do estan filtrando las particulas en suspensiéon del medio y, sobre todo,
mediante el sistema digestivo, cuando las microalgas son asimiladas. Una vez
en el cuerpo de los animales, las toxinas pueden ser expulsadas o transporta-
das y distribuidas a lo largo de diferentes tejidos, segun la afinidad que exista

entre ellos.

La distribucién anatémica de algunas toxinas DSP en mejillones y otros bival-
vos ha sido investigada por numerosos autores. La cinética de las toxinas se
analiz6 en diversos 6rganos y se observaron diferentes capacidades para con-
vertir y expulsar las toxinas (Bricelj & Shumway, 1998; Blanco et al., 2002;
2007b). Se ha demostrado que los compuestos lip6filos como OA tienen afini-
dad para unirse a regiones lipidicas de los tejidos (Livingstone & Pipe, 1992;
Svensson & Forlin, 2004) y, en los mejillones, la glandula digestiva es un 6rga-
no muy rico de lipidos. Una gran variedad de estudios han confirmado una
acumulacion principal de este tipo de toxina en la glandula digestiva (Yasu-
moto et al., 1978; Murata et al., 1982; Svenson 2003b; Suzuki et al., 2005; Blan-
co et al., 2007b; McCarron et al., 2008).

Suzuki et al. (2005) y Blanco (2007b) han demostrado, por diferentes méto-

dos, la presencia de pequenas trazas de toxinas DSP en los tejidos no viscerales
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de bivalvos, pero la principal acumulacion de este compuesto se produce en la
glandula digestiva y, ademas, no parece que tenga lugar un transporte a otros
tejidos. Asimismo, en un experimento donde las toxinas se inyectaron en el
musculo abductor de la vieira Patinopecten yessoensis, se observé como estas fue-
ron transportadas rapidamente al hepatopancreas, demostrando una baja ca-
pacidad del musculo aductor para almacenar y metabolizar este tipo de com-
puestos (Suzuki et al., 2005). El patron de distribucion descrito para las
toxinas DSP fue diferente al que se observoé para el acido oxolinico, que se dis-
tribuy6 uniformemente en todos los tejidos en la vieira (Pecten albicans), cuan-

do este fue inyectado en el musculo aductor (Ishida, 1998).

Las branquias, en los mejillones, son responsables de la respiracion y la captu-
ra de los alimentos. Estructuralmente, son comparables a la barrera hema-
toencefalica, presente en los vertebrados, y, en este caso, estan encargadas de
regular la entrada de nutrientes y evitar la entrada de xenobioticos, gracias en
parte a los transportadores ABC (Minier, 1999; Bard, 2000). Probablemente
por esta razon, este tejido es el mas empleado en investigaciones asociadas
con contaminantes y sobre la funcionalidad y actividad de estos transportado-
res de membrana. Estudios anteriores habian confirmado la actividad del me-
canismo MXR en branquias de bivalvos, estudiando la respuesta frente a sus-
tratos especificos, bajo la presencia de inhibidores para estos transportadores
(Cornwall et al., 1995; Galgani et al., 1996; Smital et al., 2000; Luckenbach &
Epel, 2008).

Otro tejido en contacto directo con el medio, pero que no se ha usado nor-
malmente en las investigaciones, es el manto. Se puede considerar como un
organo con cierta funcion protectora, actuando como una barrera frente al
medio, evitando la entrada de sustancias toxicas. El principal papel del manto
es secretar la concha, pero también tiene otros fines; por ejemplo, presenta
una funcion sensorial para el cierre de las valvas en respuesta a condiciones
ambientales desfavorables; esta encargado de controlar la entrada de agua en
la cavidad interna del animal y, ademas, puede actuar en la actividad respirato-

ria del individuo (Helm et al., 2004). Asimismo, los 16bulos del manto son in-
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vadidos con el desarrollo gonadal. Por lo tanto, también se puede considerar

que en este tejido se lleva a cabo la gametogénesis.

También se han estudiado las células sanguineas de los mejillones ya que es-
tan implicadas en la defensa interna y son muy ricas en lisosomas, sitio habi-
tual para la acumulacion de muchos contaminantes. Moore & Willows (1998)
propusieron que los lisosomas representan un mecanismo de proteccion con-
tra los compuestos toxicos en el mejillon. También, que existe la posibilidad
de un transporte MXR intracelular, como un modo de acumulacion lisosomal
de los contaminantes ambientales. Minier & Moore (1996b) encontraron que
las células sanguineas de M. edulis expresan una funcionalidad propia de las
proteinas P-gp en las membranas celulares; y Svenson et al. (2003b) encontro
que el sistema lisosomal de las células sanguineas, en el mejillon M. edulis,
puede estar involucrado en la proteccion contra los efectos nocivos de sustan-

cias toxicas, tales como OA.

Esta investigacion se centré en analizar la expresion de las proteinas de trans-
porte de membrana (MDR/P-gp) en la glandula digestiva, branquias y el man-
to de mejillon Mytilus galloprovincialis, comparando los tres tejidos entre si, por
un lado, y a lo largo de una exposicion toxica natural de acido okadaico, me-
diante la técnica analitica de RT-qPCR. La glandula digestiva esta considerada
como el 6rgano encargado de metabolizar y expulsar los compuestos toxicos
fuera del cuerpo, mientras que las branquias y el manto estan probablemente
implicados en el control de la entrada de numerosos compuestos, por lo que

se pueden considerar tejidos barrera.

Conocer la expresion de las proteinas transportadoras ABCB podria ser reve-
lador de la funcion que muestran estos tejidos frente a una contaminacion na-
tural, ya que el aumento de expresion de genes protectores, como son aque-
llos que codifican para las proteinas de resistencia frente a multixenobioticos,
es considerado como un importante mecanismo de defensa (Epel et al.,
2008). Existen numerosas investigaciones que han confirmado una estimula-

cion en la actividad de transporte, relacionada con resistencia a multixenobio-

205



5. Discusion

ticos y un aumento de los niveles de expresion de las proteinas ABC, en situa-

ciones de toxicidad.

La mayor evidencia sobre el papel de estos transportadores, en la resistencia
frente a la toxina, proviene de estudios en ratones knockout con genes bloquea-
dos. También se ha confirmado esta actividad estudiando la inhibicion del
transporte, midiendo la capacidad que presentan las células para expulsar sus-
tratos fluorescentes de las proteinas MDR. Se considera como una técnica re-
lativamente simple para la determinacion de la actividad de MXR y se calcula
como la relacion de sustrato acumulado en una célula, en ausencia y en pre-
sencia de inhibidores, lo que proporciona una medida de la actividad de
transporte (Neyfakh, 1988).

Otro procedimiento habitualmente empleado para observar la presencia de
estas proteinas es la immuno-reactividad con anticuerpos de mamiferos
anti-P-gp. El anticuerpo monoclonal C219 reconoce una secuencia altamente
conservada de aminodcidos frecuente en todas las P-glucoproteina (Georges
et al., 1990). Se ha de tener cuidado con este método, ya que la presencia de

falsos positivos, por reacciones cruzadas con proteinas similares, es posible.

Ultimamente, las técnicas moleculares como estudios de PCR, RT-qPCR, mi-
croarrays, geles bidimensionales de proteinas, hibridacion in situ, western blot se
estan utilizando para realizar los estudios de expresion y para comprobar la lo-

calizacion de las proteinas.

Por tanto, ademas de conocer los posibles tejidos que controlan la entrada y la
posterior eliminacion de los toxicos, también seria importante saber c6mo ac-
tdan los transportadores de membrana para regular el paso de dichos com-
puestos. Se ha observado que los transportadores, principalmente de la subfa-
milia ABCB, actian como una primera linea de defensa contra las sustancias
toxicas, impidiendo, en primer lugar, su entrada en las células y, finalmente,
como una ultima defensa, mediante la expulsion de los toxicos (Figura 16).
Estos transportadores ABC de multiples fairmacos juegan un papel importante

en el establecimiento de las barreras biologicas, tal como ocurre en la placen-
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ta, la barrera hematoencefilica, o la barrera de sangre-testiculo en mamiferos
(Fromm, 2004; Leslie et al., 2005).

La accion barrera de estos transportadores contra los toxicos puede ser inhibi-
da o disminuida, cuando la concentraciéon maxima del sustrato excede la ca-
pacidad del transportador; o por la presencia de otros compuestos que compi-
ten por los sitios de union al sustrato (Higgins, 2007). Es entonces cuando los
xenobioticos entran en las células, donde seran sometidos a una transforma-

cién enzimatica, o seran expulsadas directamente al exterior.

Esta modificacion se inicia con una oxidacion por el sistema P450 (fase I), se-
guido de la conjugacion del xenobio6tico, que sera unido a pequenas molécu-
las polares tales como glucosa, sulfato o glutation (reacciones de fase II). Fi-
nalmente, los compuestos conjugados como el glutation, glucuronato o
aniones organicos sulfato-conjugados (Cole & Deeley, 1998) pueden ser elimi-
nados, en la fase III, por algunos transportadores ABCC y ABCG hacia el exte-
rior de la célula (Deeley et al., 2006; Epel et al., 2008). Estas sustancias toxicas
modificadas no son reconocidas generalmente como sustratos de los transpor-
tadores de tipo ABCB (Cole & Deeley, 1998). Luckenbach & Epel (2008) ob-
servaron, en las branquias de bivalvos, una induccion de la expresion de las
proteinas ABCB y ABCC para un amplio espectro de compuestos, que pueden

ser eliminados directamente o transportados en forma de metabolitos.

Estas proteinas (MDR/P-gp) muestran una especificidad muy amplia por el
sustrato, con una tendencia hacia los compuestos lipofilicos y catiénicos.
Chan et al. (2004), en tejidos de excrecion humanos, observé una regulacion
coordinada de la P-gp con las enzimas del metabolismo de la fase Iy fase II,
como la familia del citocromo P450 o la glutation-S-transferasa. Ademas, la
MDR3 (ABCB4) transporta fosfolipidos y un gran niamero de farmacos citoto-
xicos. Chan et al. (2004) también analiz6 las proteinas MRP en tejidos huma-
nos: la localizacion basolateral de MRP1 en tejidos normales sugiere una pro-
teccion de las células por expulsion de los sustratos a la sangre; MRP2 exporta

compuestos conjugados electrofilos obtenidos en la fase II; y MRP3 parece ser
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un mecanismo de proteccion secundario, que se activa cuando las funciones

excretoras normales se ven comprometidas.

Otras investigaciones, realizadas en distintos tejidos de diversos mamiferos,
mostraron la presencia de MDRI en el borde apical de una variedad de epite-
lios secretores, tales como los tibulos renales proximales, tractos gastrointesti-
nales y hepatocitos biliares (Sarkadi et al., 2006), mientras que la MRP1 se ex-
presa de forma ubicua (Leslie et al., 2005). Algo similar fue trasladado a
bivalvos por Kingtong et al. (2007), quienes han investigado la localizacion ce-
lular y la expresion de estos transportadores en tejidos de la ostra (branquias,
manto y glandula digestiva), usando una tinciéon con anticuerpos para obser-
var inmunorreactividad positiva. Se encontré la MDRI1 en las células apicales
situadas en la superficie de las branquias, en el compartimiento citoplasmico
de las células del manto y en la superficie apical de lumen digestivo de la glan-
dula digestiva. Por su parte, la MRP1 se expresaba en todos los tejidos, princi-
palmente en las células basales del manto y de la glandula digestiva, asi como

en la superficie y ejes de las branquias.

En el presente estudio, se analizo la expresion del cDNA que codifica para los
transportadores ABC de multirresistencia a farmacos (MDR) en el mejillon M.
galloprovincialis. Los resultados de la RT-qPCR (Figura 49, Tabla 17, Tabla 19,
Tabla 20 y Tabla 22) mostraron que la exposicion al acido okadaico y deriva-
dos, causada por la microalga Dinophysis acuminata, indujo la expresion, en al-
gunas situaciones, para determinados genes mdr en glandula digestiva y en

branquias, pero no en el manto.

Los resultados indican la presencia de los transportadores estudiados en los
tres tejidos, pero no se observa ninguna sobreexpresion de este tipo de protei-
nas para el manto, ante la presencia de toxina. Esto sugiere que este tejido no
presenta un papel protector importante en la eliminacion de las toxinas de
este tipo. Como se ha mencionado, el manto es invadido principalmente por
el tejido gonadal, presentando probablemente una funcion reproductora, y, al
no haber un contacto directo con las toxinas, la proteccion frente a ellas que-

daria en segundo plano. Ademas, tampoco tiene un contacto directo con el
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alimento ingerido, que seria la fuente directa de acido okadaico. Por lo tanto,

no se acumulan toxinas y no hay inducciéon de la expresion de estas proteinas.

Con los datos obtenidos, también es posible observar como en las branquias
se produce una induccion de la expresion de ambos genes (mdrl y mdr2)
cuando hay presencia de acido okadaico en el medio. Algo similar ocurre para
la glandula digestiva, mostrando una mayor expresion de la mdrl, cuando hay
toxina DSP. Cabe destacar que los valores mas significativos (nivel de significa-
ci6on mas proximo a 0), para ambos genes, son cuando se compara el control
frente a Bueu 3, que es el muestreo donde se alcanzaron los valores mas eleva-
dos de concentracion de acido okadaico. Estos resultados nos hacen pensar
que, en presencia de altas concentraciones de esta toxina, tanto en el medio
como ya asimilado por el individuo, se produce una respuesta directa de acti-
vacion de los procesos de multirresistencia a xeonbioticos (MXR). Y ambos te-
jidos presentan sus funciones, tanto de desintoxicacion en la glandula digesti-
va como de barrera frente a los toxicos, en las branquias, completamente

activadas, para proteger el organismo.

Se debe recordar que estas proteinas desempenan una funcién protectora,
impidiendo la entrada de diversos compuestos y que también actian expul-
sando compuestos toxicos, antes de ser modificados, a diferencia de las protei-
nas MRP, que actian sobre las sustancias una vez transformadas. Ademas, es
interesante destacar que la sobreexpresion de mdr2 se produce solo en la
branquia, lo que podria indicar que este tejido tenga una mayor funcion pro-
tectora como barrera. De todas formas, se deberian realizar mas estudios para

evaluar la actividad de estas proteinas en los diferentes tejidos.

En nuestro laboratorio, se llevo a cabo un estudio paralelo, con el fin de anali-
zar como variaba la expresion de otros dos genes que codifican para proteinas
de la familia MRP/ABCC, en las mismas condiciones (a lo largo de un episo-
dio toxico de DSP). Como se mencion6 previamente (apartado 1.3.3.2. Meca-
nismos de metabolizacion), las proteinas MRP estan implicadas en el transporte
de los metabolitos una vez conjugados. Los resultados que se obtuvieron para

estos genes podrian confirmar esta idea, ya que cuando se comparo la expre-
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sion de los dos genes (mrpl y mrp2) entre los tres tejidos, se observo que am-

bos se expresaban mas en la glandula digestiva.

Se ha comprobado que este tejido acumula grandes concentraciones de acido
okadaico, donde se metaboliza para su posterior expulsion. Por tanto, el ma-
yor nivel de expresion de los genes mrp en la glandula digestiva concuerda con
la actividad que tiene lugar en este tejido. Ademas, cuando se analiz6 la expre-
sion a lo largo del ciclo de intoxicacion, también se observo como el gen mip2
se sobreexpresaba en la glandula digestiva en presencia de acido okadaico,

pero no en la branquia.

En conclusion, los resultados de este estudio demostraron que al menos dos
importantes proteinas ABCB estan presentes en el mejillon (Mytilus gallopro-
vincialis) . Ademas, se ha confirmado la induccion de su expresion, ante la pre-
sencia prolongada de toxinas naturales en el medio. Aun asi, se deberian rea-
lizar trabajos adicionales, con el fin de procurar comprender la compleja
funcion de estas proteinas, como se regulan y las especificidades que existen
por los distintos sustratos, que pueden modificar su actividad, asi como pro-
fundizar en cémo actuan los mecanismos de resistencia a multixenobio6ticos

en invertebrados marinos.

Se ha de recordar que el sistema MXR presente en bivalvos marinos fue estu-
diado por algunos autores y la induccion de este sistema frente a una amplia
gama de contaminantes se demostro, utilizando diferentes técnicas para con-
firmarla (Minier et al., 1993; Waldman et al., 1995; Galgani et al., 1996; Bard,
2000; McFaden et al., 2000; Smital et al., 2000; Eufemia et al., 2002; Achard et
al., 2004; Franco et al., 2006; Franzelliti & Fabbri, 2006; Kington, 2007; Ivanina
& Sokolova, 2008; Buratti et al., 2011; Navarro et al., 2012). Los datos obteni-
dos en estas investigaciones indican que algunos transportadores ABC, en or-
ganismos acuaticos, dan proteccion a los individuos frente a la presencia de

compuestos toxicos y los factores de estrés.

Son numerosos los trabajos dedicados a estudiar como varia la expresion de

estas proteinas en invertebrados marinos, ante la presencia de diferentes con-
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taminantes. Minier et al. (2006) realizaron un estudio con mejillones (Mytilus
edulis y M. galloprovincialis) y la ostra (Crassostrea gigas), en el que se utilizo el
anticuerpo monoclonal C219 para evaluar los niveles de expresion de MXR.
Los resultados indicaron una fuerte asociacion entre las cantidades contami-
nantes, que estaban directamente relacionadas con la concentracion de pro-
teinas MXR.

En otra investigacion llevada a cabo por Franco et al. (2006) se observé como
las branquias del mejillon Perna perna, expuestas a zinc, indicaban una activa-
cion del mecanismo de transporte encargado de desintoxicar subproductos
resultantes de metabolismos oxidativos. Ya se habia obtenido un resultado si-
milar en el experimento realizado por Bard (2000) en Mytilus galloprovincialis

frente a la exposicion de xenobioticos.

Existe también algun estudio que analizo si el cadmio (Cd) inducia niveles
elevados en la expresion de los transportadores P-gp. Ivanina & Solokova
(2008) encontraron un fuerte aumento en la actividad de transporte de sus-
tratos, cuando la ostra Crassostrea virginica estaba expuesta al Cd, mientras que
Achard et al. (2004) observaron que si existia induccion en la almeja de agua
dulce Corbicula fluminea. Estos investigadores también evaluaron la exposicion
frente a cobre, encontrando un aumento de la expresion de la P-gp. Franze-
llitti & Fabbri (2006) llevaron a cabo un experimento para observar la res-
puesta MXR contra dos formas quimicas diferentes de mercurio en la glandu-
la digestiva de mejillon y observaron que los genes fueron sobreexpresados
temporalmente, hasta pasadas las 8 horas de exposicion, pero tras periodos
mas largos se produjo una subexpresion. Sugirieron que tanto el mercurio or-
ganico como el inorganico inducen la expresion del sistema MXR, que los eli-

mina de las células.

Navarro et al. (2012) también observaron mayor presencia de transcritos del
gen abcbl en Dreissena polymorpha, que aumento6 debido a la presencia de mer-
curio y del herbicida dacthal. Este iltimo compuesto, de igual forma, fue em-
pleado en otra investigacion realizada por Tutundjian & Minier (2007), don-

de vieron como inducia la expresion de abebl en D. polymorpha. Kingtong et al.
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(2007) estudiaron la expresion de estos transportadores en las ostras con ele-
vadas concentracion de tributilestano (TBT) y los resultados mostraron una
subexpresion en branquias y manto, que podria ser debida a los efectos toxi-
cos del TBT en estos tejidos, provocando una disminucion general de la sinte-

sis de proteinas.

Recientemente, Manfrin et al. (2010) utilizaron un microarray de cDNA de
mejillon M. galloprovincialis para evaluar los cambios de expresion génica en la
glandula digestiva, bajo la presencia de acido okadaico. Utilizaron este tejido
porque, en los bivalvos, las toxinas DSP son principalmente acumuladas en
esta region, ya que las células digestivas del hepatopancreas son ricas en lisoso-

mas, que tienen alta afinidad por xenobioticos lipofilicos.

Después del experimento, los resultados obtenidos confirman dos fases distin-
tas en presencia de acido okadaico. Primero, se presenta una induccion de
numerosos genes, sugiriendo una activacion de los mecanismos de defensa, vy,
a continuacion, hay otra fase en la que se aumenta el nimero de genes in-
fra-expresados, reflejando una caida de muchos procesos celulares, probable-
mente causado por la acumulacién y presencia de la toxina. También se con-
firmaron las numerosas rutas que son activadas o inhibidas cuando hay
presencia de acido okadaico en el medio. Podria ser interesante completar
este microarray con las numerosas proteinas ABC encontradas durante los ul-
timos anos y asi poder observar su comportamiento. LLa expresion de las pro-
teina (MDR en este caso) puede estar influenciada en presencia de toxinas,

debido a la activacion o inhibicion de las diferentes rutas de sintesis.

Como se observa en este tipo de estudios, se puede confirmar que la expre-
sion de las proteinas transportadoras ABC se induce generalmente bajo la pre-

sencia de una amplia variedad de contaminantes.

Ademas, se han realizado numerosos estudios cuyo objetivo era conocer bien
como afectan los distintos factores que pueden inducir a situaciones de estrés
en los mejillones y como influyen en la depuracion de toxinas en los organis-

mos.
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La relacion de la temperatura y la tasa de actividad de los sistemas MXR se esta
estudiando en bivalvos desde hace unos anos. Se supone que la temperatura
es un factor de regulacion de las tasas de depuracion de toxinas en los mejillo-
nes, debido a su efecto general sobre las tasas metabolicas basales en organis-

mos poiquilotermos.

En algunas investigaciones, se comprob6 como la tasa de filtracion y el consu-
mo de oxigeno se reducen en el mejillon cebra Dreissena polymorpha, al elevar
la temperatura, lo que podria inducir a un aumento de la concentracion de
xenobioticos (Fisher et al., 1993; Gossiaux et al., 1996). En otras investigacio-
nes, se demuestra que la expresion de la P-glucoproteina en distintos molus-
cos —Mpytilus edulis (Minier et al., 1999), Mytilus galloprovincialis (Minier et al.,
2000) y Crassostrea virginica (Keppler & Ringwood, 2001)- es dependiente de
la estacion y la temperatura, observandose las mayores expresiones durante

los meses mas calurosos.

Los niveles bajos de la expresion y actividad de las proteinas responsables del
proceso MXR podrian estar relacionados con las temperaturas bajas, debido a
una consecuente baja actividad metabolica de los bivalvos. Ademas, se observo
que el incremento de la actividad, al aumentar la temperatura, contribuia a la
induccion del sistema MXR (Pain & Parant, 2003a). También se confirmo, en
estudios de campo, como un aumento o disminucion de 5°C estaba asociado
con variaciones significativas en el nivel de proteina MXR en el mejillon cebra
D. polymorpha (Minier et al., 2006) y el mejillon mediterraneo M. galloprovincia-
lis (Minier et al., 2000).

Tutundjian & Minier (2007) analizaron si la actividad y los niveles de estas
proteinas variaban cuando los mejillones cebra D. polymorpha se aclimataban
lentamente a temperaturas que variaban desde 4 hasta 20°C, pero no observa-
ron cambios significativos en la expresion de la dichas proteinas. Los valores
se mantuvieron en el rango de los registrados al final de la fase de aclimata-
cion, incluso después de 7 dias, a las nuevas temperaturas. Un tiempo de incu-
bacion de 7 dias seria suficiente para inducir al sistema MXR, con un aumento

significativo en la expresion de la proteina y la actividad MXR, ya que esto se
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ha observado tras 3-7 dias después de tratamientos con compuestos toxicos
(Kurelec et al., 1995; Minier & Moore 1996; Smital et al., 2003).

También se estudié como variaban, estacionalmente, las tasas de depuracion
de OA, observandose baja actividad en mejillones suecos durante la estacion
invernal (Lindahl & Hageltorn, 1996), mientras que las tasas mas rapidas fue-
ron encontradas a finales de verano. Svensson (2003a) confirmé esta idea, al
observar tasas de depuracion mas rapidas en verano, al ser comparadas con las
de otono. Se detectaron altos niveles de OA durante el periodo de otono e in-
vierno, seguido de una rapida reduccion al principio de la primavera. La re-
duccion de OA coincide con el afloramiento primaveral de diatomeas, lo que
podria indicar que la alimentacion con algas no toxicas puede influir en la de-

puracion.

Minier et al. (2006) fueron capaces de discriminar claramente un episodio de
contaminacion de la tendencia estacional de expresion MXR. Aunque tam-
bién constataron que los niveles de P-gp son generalmente mas altos en vera-
no que en invierno, observaron un aumento repentino de la proteina MXR
en enero, tras un corto periodo tormentoso con fuertes lluvias. En este caso,
el aumento de la expresion de P-gp no estaba relacionado con la temperatura,

por lo que podria ser el resultado de otros factores de estrés.

Por lo tanto, la estacion anual deberia ser un elemento a tener en cuenta en
los estudios y a la hora de analizar los procesos de absorcion y eliminacion de
toxinas. Se podria decir que la tasa de desintoxicacion esta influida por un fac-
tor que varia con la estacion, teniendo en cuenta que los cambios asociados
mas notables serian las variaciones de temperatura, maduracion gonadal, can-
tidad y caracteristicas del alimento, o cambios asociados al consumo de oxige-
no. Seria interesante tener en cuenta estos factores para posteriores investiga-
ciones, en las que se pretenda analizar como influyen los distintos agentes en

las tasas de depuracion de toxinas.

Se ha de recordar que las variaciones de temperatura en el medio estan fuer-

temente relacionados con los cambios de otros factores. Uno de los mas rele-
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vantes e investigado es el nimero y variedad de especies fitoplanctonicas pre-

sentes, en cada momento, para la alimentacion de los individuos.

Con el objetivo de favorecer la detoxificacion en el mejillon, numerosos auto-
res (Lindahl & Hageltorn, 1986; Edebo et al., 1988; Haamer et al., 1990) se ba-
saron en la hipotesis de que la cantidad o la calidad de las fuentes de alimen-
tos juega un papel esencial en la tasas de depuracion de toxinas. Un estudio
realizado por Sampayo et al. (1990) analiz6 varios episodios de DSP produci-
dos por Dinophysis sp. en la costa portuguesa, sugiriendo que las tasas de depu-
racion aumentaban con la concentracion de fitoplancton. Marcaillou et al.
(1993) estudiaron como la concentracion de OA disminuia mas rapido cuan-
do los mejillones eran alimentados con un flujo continuo de agua de mar que
contenia fitoplancton natural, al compararlos con otros a los que solo se les

suministraba una racion de supervivencia.

Blanco et al. (1999) estudiaron si la tasa de alimentacion, y el consecuente au-
mento en la tasa de defecacion, aumentaria la velocidad de eliminacion de to-
xinas. También analizaron la influencia de diferentes condiciones ambienta-
les (salinidad, temperatura, transmision de la luz, fluorescencia, el peso
corporal del mejillon) en la depuracion de OA. Se observo que la transmision
de luz y fluorescencia, indicadores de la materia en suspension y por tanto del
alimento, parecen tener el efecto mas destacado de depuracion. La relacion
inversa de la transmision de la luz y la velocidad de depuracion indica que el
volumen de seston y, por lo tanto, la cantidad de alimento disponible para los
mejillones, puede ser una variable que afecta realmente el proceso de depura-
cion. La misma conclusion puede extraerse de la fluorescencia: su relacion di-
recta con las tasas de depuracion también indica que la concentracion de fito-

plancton esta implicada en la desintoxicacion.

Sin embargo, este modelo no fue apoyado en un experimento de depuracion
en laboratorio llevado a cabo por Svensson (2003b), donde estudié como va-
riaba la concentracion de OA en los mejillones M. edulis, sometidos a tres con-
diciones experimentales (sin comida y con dos niveles de una mezcla de mi-

croalgas no toxicas), durante 32 dias. No encontro diferencias significativas
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entre los mejillones que fueron alimentados con los dos niveles de microalgas

y los que se quedaron sin alimentacion.

Marcaillou et al. (2010), debido a la diversidad de resultados obtenidos, rela-
cionados con como afecta el alimento en las tasas de depuracion, realizaron
un nuevo experimento para procurar dilucidar esta cuestion. Se tuvieron en
cuenta las recomendaciones formuladas en los estudios previos y los resulta-
dos negativos que se registraron. Finalmente, se observo un efecto positivo del
suministro de alimentos en la tasa de descontaminacion de mejillones; este

efecto fue incrementado cuando habia una mayor disponibilidad de comida.

No es posible sacar una conclusion clara sobre el efecto de los alimentos en la
desintoxicacion, debido a la heterogeneidad de las condiciones experimenta-
les, la diversidad de los parametros medidos y la alta variabilidad de los resul-

tados obtenidos.

Por otra parte, diversos trabajos demostraron que el tamano y la edad de los
mejillones afecta a las tasas de ingestion, el consumo de oxigeno, la racion de
alimento y las posibilidades y eficiencia de crecimiento (Thompson & Bayne,
1974; Bayne & Newell, 1983; Winter & Langton, 1976; Navarro & Winter,
1982). Se investigo, por ello, si el tamano y la edad de los individuos podrian
influir en las dinamicas de desintoxicacion en el mejillon. La hipotesis era que
los bivalvos mads jovenes tienen un metabolismo mas rapido, por lo que, en
iguales condiciones, podrian descontaminarse mas rapidamente que los indi-

viduos mayores.

Blanco et al. (1999) encontraron una relacion inversa entre la disminucion de
las concentraciones de toxina DSP en los mejillones y el peso corporal, sugi-
riendo que los mejillones pequenos tenian mayor capacidad de depuracion,
en comparacién con los de mayor tamano. Sin embargo, Duinker et al. (2007)
analizaron la tasa de eliminacion de toxina DSP entre mejillones de 1y 2 anos
en condiciones naturales y no encontraron diferencias significativas, sugirien-
do que el tamano y la edad no afectan a la velocidad de depuracion de las to-

xinas. Ademas, se analizo si las variaciones naturales en los niveles de alimento
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y la temperatura afectaban a la velocidad de eliminacién de toxina DSP y no

se encontr6 ninguna relacion

También se realizaron varias investigaciones relacionadas con los cambios en
la salinidad, ya que perturban el equilibrio basal, provocando la entrada y sali-
da de agua e iones en las células. Con el fin de evitar los cambios asociados a
estos flujos, los mejillones y otros bivalvos responden inmediatamente a las
fluctuaciones externas de salinidad, mediante el cierre de la concha y un man-
tenimiento osmoético intracelular, por medio del ajuste de las concentraciones
de iones, aminodcidos y otras pequenas moléculas, para mantener las propor-

ciones en las células relativamente constante.

Blanco et al. (1999) analizaron, entre otras cosas, como afectaba la variacion
de este elemento a la detoxificacion. Se obtuvo una relacion negativa entre la
depuracion y la salinidad, que podria ser debida, principalmente, a la dismi-
nucion de la presion osmotica, aunque parece poco probable que esto afecta-
se a la depuracion de estas clases de compuestos, que son solubles en lipidos y
muy propensos a estar unidos a los componentes celulares. Por el contrario,
Keppler & Rinwood (2001), en una investigacion realizada en el laboratorio,
indicaron que la expresion de la P-gp no se veia afectada por la salinidad,
mientras que Luedeking & Koehler (2004) hallaron que la expresion del gen

P-gp se veia reducida ante la presencia de bajas salinidades.

Finalmente, cabe destacar los estudios que se hicieron para analizar como in-
fluye la concentracion de lipidos en relacion con las tasas de depuracion. Un
factor a tener en cuenta es que el porcentaje de lipidos esta relacionado con
la estacion anual y el estado reproductivo. Ademas, en organismos poiquilo-
termos como los mejillones, el uso de las reservas de energia, para el manteni-
miento del metabolismo, estan fuertemente reguladas por la temperatura y la

disposicion de alimento.
Al exponer a los mejillones a ciertas variaciones, se supone que la demanda de

energia y el metabolismo lipidico deberia aumentar. Esto daria lugar a una ve-

locidad de depuracion mas rapida de OA, es decir, una correlacion positiva
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entre el contenido de lipidos y la concentracion de toxina. Por otra parte, el
OA es una molécula lipofilica, mientras que la glandula digestiva es un sitio
importante para el almacenamiento de los lipidos en el mejillon. Por lo tanto,
la afinidad que puede existir por los componentes celulares e intracelulares ri-
cos en lipidos indica que la glandula digestiva es un tejido de alto almacena-
miento de esta toxina. Probablemente, la ruta para la eliminacién de toxina
DSP se lleve a cabo a través de la pérdida fecal, como fue sugerido por Blanco
et al. (1999), pudiendo estar relacionado el porcentaje lipidico con las tasas de

depuracion.

Svensson & Forlin (2004) analizaron varios grupos de mejillones sometidos a
diferentes temperaturas y disponibilidad de alimento, por lo que presentaban
distintos niveles de lipidos. Se observo que era un factor que no afectaba a las
tasas de depuracion, ya que habia un aumento en el contenido de lipidos al fi-
nal del muestreo, mientras que la concentracion de OA continuaba disminu-

yendo.

Como se ha propuesto en esta y otras investigaciones, las proteinas MDR estan
implicadas en los procesos de desintoxicacion. Por tanto, también es intere-
sante conocer como varia su expresion, segun los distintos factores que pue-

dan provocar estrés en los animales.

Numerosos autores han dedicado sus trabajos a determinar qué compuestos
influyen en la expresion de estos genes. Por ejemplo, Kurelec et al. (1995), Mi-
nier & Moore (1996b) indican que la regulaciéon por incremento de los nive-
les de P-gp y su actividad en los mejillones se produce en respuesta a una varie-
dad de productos quimicos que son sustratos para el transportador, como
clorthal, el herbicida dacthal o el PCP - pentaclorofenol. Sin embargo, la in-
duccion de la P-gp también se produjo con compuestos que no son sustratos,

por ejemplo, el pesticida DDE, el arsenito o el cadmio.
Las toxinas naturales también podrian contribuir a la expresion elevada de la

P-gp. Se ha estudiado como varios productos naturales pueden interferir o in-

ducir el sistema de transporte MXR (Toomey et al., 1996). Extractos del alga
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verde Caulerpa taxifolia presentan sustratos para estas proteinas, que inhiben la
actividad de la P-gp en el mejillon de agua dulce Dreissena polymorpha
(Schroder et al., 1998). Eufemia et al. (2000, 2002) también mostraron, en su
investigacion, como los extractos de diferentes especies de algas y fitoplancton
contienen sustratos que regulan la expresion de los sistemas MXR en el meji-
llon M. californianus. Los niveles de P-gp en el mejillon cebra Dreissena poly-
morpha se han correlacionado con concentraciones de clorofila y feofitina en
agua (Minier et al., 2006; Pain & Parant, 2003b). Eufemia & Epel (2000) tam-
bién realizaron una investigacion donde demostraban como la sintesis de la

P-gp esta inducida por choques térmicos en M. californianus.

Por tanto, seria interesante conocer que factores y que compuestos podrian
modificar y activar la expresion de estas proteinas, con el objetivo de que una
mayor actividad de estos sistemas favoreciese las tasas de depuracion de toxi-
nas en los mejillones. Claro esta: los compuestos que sirviesen para tal fin no

deberian producir ninguna toxicidad en los humanos.

Por otra parte, la expresion del mRNA que codifica para la proteina P-gp pue-
de ser utilizada como una indicacion de los niveles relativos de sintesis de esta
proteina en los organismos, siendo un componente importante de proteccion
celular que proporciona una defensa, a través de este mecanismo, contra una
amplia variedad de contaminantes y factores de estrés. Por tanto, se podria
considerar como un biomarcador general de estrés medioambiental, ya que se
activa ante la presencia de muchos factores, como las variaciones de tempera-
tura o de la salinidad, anaerobiosis, radiacion UV, exposicion a metales y la
presencia de sustancias toxicas naturales o antropogénicas (Chin et al., 1990;
Minier et al., 2000; Eufemia & Epel, 2000; Keppler & Ringwood, 2001; Lude-
king & Kohler 2004; Achard et al., 2004; Ivanina & Sokolova, 2008).

En conclusion, con este trabajo se ha confirmado la expresion de dos genes
que codifican para dos proteinas MDR/ABCB en tres tejidos del mejillon M.
galloprovincialis y como dicha expresion se ve afectada ante a una situacion de
presencia prolongada frente a toxinas naturales, como son el OA y sus deriva-

dos. Es la primera vez que se demuestra la induccion de los genes tipo mdr en
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moluscos bivalvos, ante la presencia de acido okadaico. Ademas, también es la
primera vez que se evaliia un conjunto de genes candidatos como genes de re-
ferencia para el analisis de la expresion del RNA en los mejillones M. gallopro-
vincialis, por RI-qPCR, tanto para analizar la influencia de un afloramiento de
fitoplancton toxico como para hacer analisis donde se puedan comparar la ex-

presion entre los tres tejidos.

Se ha confirmado que algunos genes utilizados tradicionalmente como nor-
malizadores, en estudios de expresion, pueden conducir a resultados inco-
rrectos, con perfiles de expresion variables para diferentes condiciones expe-
rimentales. Con este trabajo, es posible ofrecer unos resultados que ayuden a
otros investigadores a identificar algunos genes de referencia candidatos para
experimentos especificos en mejillones, destacando la importancia de una va-
lidacion precisa de estos genes para cada nueva situacion. Para los ocho genes
evaluados, se encontr6 que existe alguin grado de variabilidad para las condi-
ciones ensayadas, aunque fue posible identificar los genes mas adecuados
como normalizadores durante esta situacion, donde se compararon los dife-

rentes tejidos.

5.4 Perspectivas de futuro

La aparicion recurrente de episodios toxicos de origen fitoplanctonico se ha
convertido, en las ultimas décadas, en un grave problema para el sector rela-
cionado con el cultivo del mejillon. La aplicacion practica de esta investiga-
cion seria conseguir reducir las concentraciones de toxinas presentes en los
organismos, bien porque los individuos no asimilasen tan facilmente las toxi-
nas —lo que podria ser debido a la funcion barrera y a una mayor actividad
protectora de este tipo de proteinas— o bien porque se consiguiesen acelerar

las tasas de depuracion de las toxinas.

Los resultados del presente trabajo indican que las proteinas transportadoras
de membrana de tipo P-gp/MDR participan en los procesos de eliminacion
de toxinas DSP en el mejillon. Esto no excluye que puedan existir otros meca-

nismos para la eliminacion del acido okadaico, entre ellos los que implican a
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los transportadores de tipo MRP. Por ello, seria interesante realizar investiga-
ciones encaminadas a:

. Ver si hay otras vias de eliminacion del acido okadaico.

. Conocerlaimportancia cuantitativa de cada una de las vias de eliminacion del

acido okadaico.

Otra forma de continuar estudiando c6mo solucionar el problema seria la se-
leccion, mediante técnicas de mejora genética, de variedades de mejillon con
menor capacidad de captacion y/o de retencion de las toxinas. No obstante,
antes de la aplicacion de estas técnicas, es necesario conocer si existe hereda-
bilidad de este caracter, es decir, si las capacidades de captacion y de retencion
de las toxinas son o no caracteristicas que se transmiten de una generacion a

otra.

Para ello, paralelamente a nuestra investigacion, pero bajo el mismo proyecto
(EPITOX), se llevo a cabo un estudio sobre la “Produccion en criadero de fa-
milias de mejillon para estudios genéticos” con el fin de disponer de familias
de mejillon claramente identificadas y poder desarrollar un posterior progra-
ma de seleccion. Durante varios anos se obtuvieron distintas cohortes, partien-
do de varias familias de mejillon. Estas se han utilizado para realizar analisis
genéticos e intentar comprobar si existe alguna relacion entre las familias y la

asimilacion y depuracion de la toxina.

La posible variacion individual o poblacional y la relacion que esta variacion
pueda tener con la diferente capacidad de eliminacion de toxinas, asociado
con los aspectos genéticos, podrian servir de apoyo para la formulacion de
planes de seleccion genética en funcion de la capacidad o velocidad de desin-

toxicacion.

En este sentido, también seria interesante realizar un estudio relacionado con
los SNP (Single nucleotide polymorphisms - polimorfismos de un solo nucleoétido),
que son una variacion en la secuencia de DNA, afectando a una sola base. Se
pueden localizar en cualquier gen y se cree que desempenan un papel impor-

tante en las diferencias observadas entre individuos, pudiendo afectar a su ca-
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pacidad de transportar, metabolizar y responder frente a varias drogas y xeno-
bioticos. Un SNP es una mutaciéon puntual que provoca una variacion del
genoma; para que esta variacion pueda ser considerada un SNP, debe ocurrir
en al menos un 1% de la poblacion. Los SNP, por lo general, ocurren aproxi-
madamente cada 1.000 pares de bases en el genoma humano, pero también
pueden ocurrir mas frecuentemente en algunas regiones. Cada alelo difiere
en una base del ADN y el producto proteico de cada gen puede diferir en un
aminoacido. Aparentemente, el cambio de un aminoacido en la proteina pue-
de inducir que se varie su estructura y funcion lo suficiente como para provo-
car modificaciones en la funcion de la proteina, o de la ruta en la que esté im-
plicada, o cambios en la afinidad de sustratos... Por tanto, un conocimiento
detallado del polimorfismo y funcion del transportador sera una importante

herramienta para el conocimiento de la funcion de estas proteinas.

Ya se han investigado los niveles de asimilacion y depuracion del acido okac-
daico de los distintos bivalvos. Por ejemplo, estudios que comparan niveles de
contaminacion mostraron que los mejillones acumulan DTX, un derivado del
OA (apartado 1.2.4.1. Toxinas lipofilicas responsables de intoxicaciones diarréicas)
mas rapida e intensamente que otros bivalvos (Vale & Sampayo, 2002); o se
han confirmado las bajas velocidades de depuracion observadas en la vieira
Pecten maximus (Blanco et al., 2002). Seria interesante saber cuales son las cau-
sas de todo este tipo de diferencias que se producen entre las distintas espe-
cies e individuos. Podria ser que la variedad en las secuencias de las proteinas
tenga algo que ver. Por ejemplo: es posible que la region de la proteina encar-
gada de reconocer los distintos sustratos haya variado a lo largo de la evolu-
cion y, por ello, algunos transportadores, en determinadas especies, tengan

afinidad, o no, por determinadas moléculas.

Esto no deja de estar relacionado con la linea llevada a cabo en la produccion
de familias para estudios genéticos. Es probable que la presencia de un SNP
modifique las caracteristicas de las proteinas implicadas en la desintoxicacion
y que este caracter sea transmitido a través de distintas generaciones familia-

res. Por tanto, una combinaciéon de ambas lineas de investigacion podria ser
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interesante para intentar obtener algun tipo de familia que fuese mas resisten-

te a la presencia de toxina.

Por otra parte, como ya se ha comentado, seria importante saber qué factores
y qué elementos pueden influir en la expresion del sistema MXR, para inten-

tar favorecer la depuracion de toxinas en los mejillones.

Una via podria comenzar con el estudio de como se comportan los mejillones
intoxicados en uno de los habitats mas variables e impredecibles de la tierra,
la zona intermareal rocosa, situado en el limite entre los ambientes terrestres
y marinos. Los mejillones dominan estas regiones en todo el mundo y, al ser
sésiles, soportan numerosas situaciones de estrés, con grandes cambios de
temperatura, de salinidad, disponibilidad de oxigeno y alimentos, debido a

los ciclos diurnos de las mareas y las variaciones climaticas.

Gracey et al. (2008) analizaron los cambios de expresion génica en el mejillon
(Mytilus californianus) en las diferentes fases del ciclo de las mareas, observan-
do que los mejillones intermareales presentan, al menos, cuatro estados fisio-
l6gicos distintos, que corresponden a una fase de metabolismo y respiracion,
una fase de division celular y dos de respuesta al estrés inducido por cambios
medioambientales, moderado o severo. Los cambios transcripcionales son
mas pronunciados en los animales que habitan la zona supra-litoral. Esto su-
giere que la expresion de determinadas proteinas esta, en cierto modo, vincu-
lado o amplificado por los factores ambientales prevalecientes, presentes con

mayor intensidad y variabilidad en las regiones mas expuestas a los cambios.

Por tanto, debido al estrés al que viven asociados los mejillones que habitan
estas zonas, podrian ser unos ejemplares de muestreo idoneos para estudiar la
expresion de sus genes. Seria interesante observar como se ven influenciadas
las proteinas de detoxificacion, bajo las condiciones generadas en este am-
biente y los cambios a los que se ven sometidos. También se deberian analizar
las relaciones de asimilacion y depuracion de las toxinas que pudiera haber en
el medio, teniendo en cuenta los distintos factores de estrés a los que se ven

sometidos, principalmente como pudieran afectar las reducidas oportunida-
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des para alimentarse en los individuos que habitan las regiones superiores v,
¥
por tanto, las concentraciones de toxinas fitoplancténicas que pudieran ser

asimiladas por los mejillones.

Ademas, seria interesante completar los estudios de toxicidad en diferentes te-
jidos, por ejemplo en la hemolinfa, para conocer su funcién protectora, o el
borde del manto, debido a la presencia de los 6rganos sensibles. También se
deberia comparar la expresion de estos mecanismos en otras especies de bival-
vos, ya que presentan ritmos de asimilacion y depuracion de las toxinas dife-
rentes y podrian ayudar a entender qué rutas de proteccion se activan en cada
situacion. Ademas, se podrian realizar estudios con mas contaminantes, para

observar las diferentes reacciones que se generan frente a ellos.

Todo esto nos podria dar una mejor comprension de las vias metabolicas rela-
cionadas con la presencia de sustancias toxicas en el ambiente. Por consi-
guiente, todavia hay mucho por investigar para poder conocer con mayor de-
talle el funcionamiento de los mecanismos de proteccion y la respuesta de los

distintos individuos ante la presencia de contaminantes.

En definitiva, en mi opinion, las opciones que existen para intentar acelerar la
desintoxicacion en los mejillones pueden seguir distintas lineas de investiga-
cion. Por un lado, intentar obtener individuos mas resistentes, o con capacida-
des de depuracion mas efectivas, mediante técnicas de mejora genética y estu-
dios de SNP. Otra direccion seria realizar diferentes investigaciones para

poder conocer los factores que ayuden a activar las tasas de depuracion.

Se podrian analizar distintos compuestos naturales, no toxicos, para ver su
efecto o intentar llegar a conocer si realmente intervienen en los procesos y
estudiar como los distintos factores ambientales influyen en la desintoxica-
cion. Aqui se deberian seguir dos caminos: el primero seria conocer la res-
puesta de los mejillones en el medio, comparando como afectan las toxinas a
mejillones de roca frente a los de la batea; incluso se deberian realizar mues-
treos por profundidades, ya que esto serviria para evaluar la influencia de los

distintos factores y de los cambios medioambientales.
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A continuacion, se podrian hacer estudios de acondicionamiento en el labora-
torio, variando diferentes elementos que puedan generar estrés, como tempe-
ratura, luz, salinidad, oxigeno, desecacion, presencia de predadores o com-
puestos quimicos liberados por ellos, composicion y disponibilidad de

alimento, o el movimiento del medio, como ocurriria en el mar.

Si finalmente se consiguiese acelerar la depuracion, podria ser una interesan-
te alternativa para la gestion de mejillones toxicos, con el fin de garantizar un
suministro continuo de mejillones en el mercado. De todas formas, se deberia
tener en cuenta el volumen de ejemplares, donde se llevaria a cabo este proce-
so y los tiempos requeridos para alcanzar los niveles 6ptimos de concentra-
cion de toxinas, con vistas a su posterior consumo, para evaluar si es economi-

camente rentable, teniendo en cuenta todos estos factores.
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1. Se obtuvieron las secuencias completas de cDNA que codifican para dos
proteinas transportadoras ABC en el mejillon M. galloprovincialis. Los analisis
de similitud frente a otras secuencias presentes en las bases de datos indican
que se trata de proteinas MDR (multirresistencia frente a drogas o farmacos)
pretenecientes a la sufamilia ABCB. El cDNA que codifica para la MDRI esta
formado por una secuencia de 4271 pb con un marco abierto de lectura de
3924 nucleétidos, que codifican para una proteina de 1307 aminodcidos. En
el caso de la MDR2, el cDNA consta de 4417 pb, con un marco abierto de lec-
tura de 4104 nucleétidos, que codifican para una proteina de 1367 aminodci-
dos.

2. El estudio de los dominios conservados y de la topologia en relacion a la
membrana, junto con el analisis filogenético, confirman que estamos ante
proteinas transportadoras ABCB (MDR). Ambas proteinas son transportado-
res completos con dos dominios transmembrana y dos dominios de union al
nucleé6tido. Cada dominio transmembrena esta formado por 6 a-hélices trans-
membrana y cada dominio de union al nucleotido presenta regiones altamen-
te conservadas, caracteristicos de esta familia, como el Walker A, el Walker B,
el motivo Cy los bucles A, Q, Dy H.

3. Tras evaluar 8 posibles genes de referencia (gapdh, rps4, rps27, coxl, tif5a,
act, 18§y nd4) con tres programas diferentes (geNorm, NormFinder y Best-
keeper), se encontré que los genes mas estables para la normalizacion de los
datos de expresion son:

. para los tres tejidos en conjunto: gapdh, rps4, rps27y cox1.

. para glandula digestiva: gapdh, rps4y coxl.

. para branquia: gapdh, rps4y coxl.

. para manto: gapdh, rps4y rps27.

4. El estudio de expresion comparativo de los diferentes tejidos del animal in-

dica una expresion similar del gen mdrl en glandula digestiva, branquia y

manto, mientras que el nivel de expresion del gen mrd2 es significativamente
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mayor en la branquia que en cualquiera de los otros dos tejidos, sugiriendo su

actividad como tejido barrera.

5. Los resultados obtenidos del analisis de la expresion de estos genes indican
un aumento significativo de la expresion del gen mdrl en presencia de acido
okadaico, en relacion al control sin toxina, tanto en la branquia como en la
glandula digestiva. Esto sugiere que estos tejidos podrian ser los principales
responsables en la respuesta frente a las biotoxinas en el organismo. En el gen
mdr2, el incremento de la expresion inducido por la presencia de acido oka-
daico se produce unicamente en branquia, lo que confirma la posible funcion
barrera de este tejido. Por el contrario, en el manto no se encontraron cam-
bios significativos de los niveles de expresion para ninguno de los dos genes,
lo que refleja la menor implicacién de este tejido en los procesos de intoxica-

cion y desintoxicacion.
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8. ANEXO

8.1. Esquemas de los protocolos

RNAqueouse Kit

Preparaciéndelamuestra
i 6
Unional fikro, lavadoy eluciéndel RNA
/ NucleoSpin RNAI

Anadir un volumen de alcohol 64% y mezclar

MUESTRA &
=i
Lisado de células
i v
tf Homogenizacion por filtrado
'! (Filtro NucleoSpin)
Pasarla mezcla o través del filtro l:
»
. vy
=
" e
t =
i ii Unién
¥ I
-/ 63 Lavade MDB (Membrane
—< Desalting Buffer)
e
™ Incubacion directa de la

rDNasa, en la membrana
a temperatura ambiente

v Lavado

D

/ Lavar con 700 ul de Wash Solution#l
» ; Lavar con 2x500 ul de Wash Solution#2/3
i
=

A Eluwir el RNA con 40-60 ul de Elution Solution % C
¥
:
=}

Eluir una sequnda vez con 10-60 ul de Elution Solution

Para grande cantidades, eluir una tercera vez
Recogido del RNA
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8. Anexo

8.1. Esquemas de los protocolos (cont.)

Mecanismo detallado de la reaccion de RACE 5°

AN
ol -
LR
SMARTer first-strand synthesis
ﬂ“h '
RT plantilla
L 4
cDNARACE 5 —C0
¥ -m—0008 :ﬁ%ﬂ% ¥
1 5"-RACE PCR
¥ - E—C00O ANV NBARAAA-T
Long WP Primer ciclo de PCR
- INVTITIT, =5

Incorporacion de
elementos repetidos de
la PCR inversa. c—=
Long Universal Primer

—

SNBAAAAAZ=Y-1
G571
7 - — NV TTTTT -0
Segundo ciclo de PCR
l Sintesis especifica del gen
¥ — NEARAAA T 1

by S——

Ciclos restantes de PCR
l Amplificacion del fragmento 5°
¥ =L | ee—— —
]

Fragmento de doble cadena de RACE 5’
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Mecanismo detallado de la reaccion de RACE 3’

poly A* RNA ¥ -ananananasnsnmananananananans NBAARAA - ¥

<H‘|'TT'T1T;..W
Standard first-strand synthesis
! ——= Secuencia
cDNA RACE 3" e e ¢ SMARTer Il A
3'-RACE PCR
"
- AAAAAAMAAAAAAAAANARA NBAAAAA -1
T- WV TTTTT o ——
l Primer ciclode PCR
Sintesis especifica del
[ ] T gen
T-c WV TTTTT —— &
Siguientes ciclos de PCR
l Incorporacion de
elementos repetidos de
e NEAAAAA T — T la PCR inversa, ——
NV TTTTT ——— 5 Long Universal Primer
¥ ——mm,—_—é r
T —lV TTTTT,‘—_—S:%PL
Ciclos restantes de PCR
l Amplificacién del fragmento 3°

fos———— 3T
i ————————————— 4

Fragmento de doble cadena de RACE 3’
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8. Anexo

8.1. Esquemas de los protocolos (cont.)

TURBO DNA-free

—

Qﬁ Afodir0.1 volumenes de 10x TURBO Dnase Buffer
; y 1 ul de TURBO Dnase al RNA y mezclar bien

MinElute Gel Extraction

FRAGMENTO DE GEL:
s e o
L]

volumen de gel. Incubar 10 mina 50°C.

Anadir 1 volumen de isopropanol
i Incubara 37°C duronte 20-30 min 1
E Unidn
Afiadir 500 ul de Buffer QG
Afadir Reactivo de Inactivacion de lo Dnase resuspendido I )
{normalmente 0.1 volimenes), y mezclar bien Afadir 750 ul de Buffer PE
ﬁ
Pasorla columnaaun
tubo nuevo
N t Adadir 10 ul de Buffer E8 0 H;0.
Repetirsi se desea mds volumen
Incubar 5 min a temperatura ambiente,
mezclando ocasionalmente Elucién
A l
Centrifugar a 10.000g durante 90 5,
y pasar el RNA a un tubo nuevo
Recogida del cDNA
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QIAGEN PCR Cloning Kit Procedimiento

Producta de PCR

/ Vector de clonacion
Master Mix de Ligacion
Agua

Incubar 30 min
Anadir a célulos

competentes

Células competentes

Incubar 5 min en hielo
Golpe de calor
Aftadir medio SOC

Cultivar en placa
inmediatamente

8. Anexo

MinElute Gel Extraction

*Concentrar baclerias por centrifugacion.
*Resuspender en 200wl de Solugidn de Resuspension
*Afladir 200 ul de Solucion de lisis, Dejarlo actuar
durante s 5 min

*Afiadir 350 ul de Solucion de neutralizacion.
Glrarlo para mezclar de 4-6 veces
sCentrifugacion a maximo velocidad, para
cancentrar los restos

*Aftadir S00 ! de Solucion de preparacion de lo
columna, o la columna de unign
*Centrifugar y descartar el liguido

*Transferir el lisado o lo columna
Centrifugar y descartar el liguido

*Afadir 7501l de Solucion de lovado y centrifugar.
*Unaver descartodo el liguide, se realiza una
nueva centrifugacion para secar lo columna

*Pasar la columna o un nueve tubo colector

wAfadir S0 il de Solucion de elucion y centrifugar
*Repetir sf se desea mas volumen,
Plismido de DNA
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8. Anexo

8.2. Alineamiento de secuencias

Alineamiento con ClustalW y modificado con el programa GeneDoc2.7.0. de las secuencias de 10s genes
mdr de mejillon M. galloprovincialis (Mg), con otras del mejillon M. californianus (Mc), de la ostra C. gigas
(Cq), y de humano H. sapiens (h).

MgMdr2

Cg_gil4059
hABCB1/MDR
hABCB4/MDR
Ca_AET3445
MgMdrl

McABS83556
Cg 4059700

MgMdr2

Cg_gi|4059
hABCB1/MDR
hABCB4/MDR
Ca_AET3445
MgMdrl

McABS83556
Cg 4059700

MgMdr2

Cg_gi|4059
hABCB1/MDR
hABCB4/MDR
Ca_AET3445
MgMdr1l

McABS83556
Cg 4059700

MgMdr2

Cg_gi|4059
hABCB1/MDR
hABCB4/MDR
Ca_AET3445
MgMdrl

McABS83556
Cg 4059700

MgMdr2

Cg_gi|4059
hABCB1/MDR
hABCB4/MDR
Ca_AET3445
MgMdr1l

McABS83556
Cg 4059700

MgMdr2

Cg_gi|4059
hABCB1/MDR
hABCB4/MDR
Ca_AET3445
MgMdr1l

McABS83556
Cg 4059700
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8. Anexo

8.3. Arboles filogenéticos

Arboles filogenéticos creados con el servicio en linea www.phylogeny.fr y el programa informatico MEGAS.
Mg: M. galloprovincialis, H: Homo sapiens, Drosophila melanogaster, Mc: M. californianus, Bp: Brachidon-
tes pharaonis, Ca: Crassostrea ariakensis, Cg: C. gigas, Dp: Daphnia pulex, Ci: Ciona intestinalis, Lq: Lottia
gigantea, Sp: Strongylocentrotus purpuratus, Sk: Saccoglossus kowalevskii, Nv: Nematostella vectensis.
Se usa una secuencia ABCB de Trichoplax adherens (Ta) para enraizar el drbol.

Ci260086
SpNP_001029122.1

—{ s
Ci286158

0.95 hARCRSA
0.95 hABCBI/MDR |
_l_— hABCB4/MDR3
Lgl45119

Cg_gi_405970698

1 I: MgMdr2
Bp_CAI99869.1

Nv237874
Ca_AET34454.1

0.99 D p34?265
I— Dp347264

0.9

DmMdr50

| DmCG10226
bse L DmMd6s
DmMdr49
MgMdrl
McABS83556.1

Cg_405970024
Lgl53678
) SkXP_002731798.1
SpNW_003577082.1_MDR4

0.99

TaXP_002110955.1

0.3
Andlisis evolutivo realizado con Phylogeny, alineamiento con muscle, curation con g-blocks (seleccion

estricta- 604 aa:35% de las 1715 posiciones originales), andlisis Approximate Likelihood-Ratio Test (aLRT):
SH-like , filogenia con PhyML y disefio del &rbol filogenético con TreeDyn. Ramas colapsadas al 85%.
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100 hABCB1/MDR1

94 hABCB4/MDR3

hABCB5

hABCB11
100l ci286158
Ci260086
SpNP_001029122.1
Lg145119
Cg_gil405970698|

100 Bp_CAI99869.1
Ca_AET34454.1

- 48 N Dp347265
Dp347264

95

DmMdr50
100
————————  DmMdr49
99 { DmCG10226
100 DmMdr65
Nv237874

SpNW_003577082.1_MDR4
SkXP_002731798.1
Lg153678

Cg|405970024]

99 TCYT 4 MgMdr1
10— McABS83556.1

TaXP_002110955.1

99

99

88

La historia evolutiva se infiere utilizando el método de Neighbor-Joining. Arbol consenso inferido a partir
de 2000 repeticiones, las ramas correspondientes a las particiones que representan el colapso con valores
menores al 85%. Las distancias evolutivas se calculan utilizando el método matriz, Jones-Taylor-Thornton
(JTT), que se basa en las unidades del nimero de sustituciones de aminodcidos por sitio. La tasa de varia-
cion entre los sitios fue modelada con una distribucion gamma (pardmetro de forma = 8). El andlisis incluyo
26 secuencias de aminoacidos.
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8.3. Arboles filogenéticos (cont.)

100 DmMCG10226
94 { DmMdré5
DmMdr49
o4 DmMdr50
Dp347265
Dp347264
Ca_AET34454.1
Nv237874
SpNW_003577082.1_MDR4
SkXP_002731798.1
Lg153678
Cg|405970024|

100 McABS83556.1
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MgMdr2
10— Bp CAI99869.1
Ci260086
SpNP_001029122.1
————hABCB11
9l Ci286158
hABCB5
hABCB1/MDR1
10— hABCB4/MDR3
TaXP_002110955.1

96

90

La historia evolutiva se infiere utilizando el método de méxima parsimonia. Arbol consenso inferido a
partir de 2000 repeticiones. Las ramas correspondientes a las particiones que representan el colapso, con
valores menores al 85%. El &rbol de MP se obtuvo utilizando el algoritmo Close-Neighbor-Interchange, con
un nivel de basqueda 1, en la que los arboles iniciales se obtuvieron con la adicion aleatoria de secuencias
(10 réplicas). El andlisis incluy6 26 secuencias de aminodcidos.
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100 DmCG10226
{ DmMdr65
96— DmMdr49
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Dp347265
{ Dp347264
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95

92

99

94

La historia evolutiva se infiere utilizando el método UPGMA. El arbol de consenso inferido a partir de 2000
repeticiones se usa para representar la historia evolutiva de los taxones analizados. Las ramas correspon-
dientes a las particiones que representan el colapso, con valores menores al 85%. Las distancias evolutivas
se calculan utilizando el método matriz Jones-Taylor-Thornton (JTT), que se basa en las unidades del
numero de sustituciones de aminodcidos por sitio. La tasa de variacion entre los sitios fue modelada con
una distribucion gamma (pardmetro de forma = 8). El andlisis incluyd 26 secuencias de aminodcidos.
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8. Anexo

8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-QPCR

Geles desnaturalizantes para comprobar el estado de los RNA totales, tras la extraccion, en muestras de
glandula digestiva, de M. galloprovincialis. M: marcador de RNA RiboRuler™ High Range RNA Ladder
(Fermentas). En rojo, muestras que presentan un RNA degradado o con baja concentracion, en las que fue
Preciso repetir su extraccion.
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8. Anexo

8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-QPCR (cont.)

Geles desnaturalizantes de las muestras degradadas o con baja concentracion.
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GROVE BUEU 2 BUEU 3

[—k—]BUEU A E A e
MM" 114 35 45 55 510 410111 21 31 41 51 35 510"11 21 4.1 35

TTRRCANERT
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8. Anexo

Concentracion de RNA (ng/uL) medida con el NanoDrop, de las muestras de gldndula digestiva de mejillon
(M. galloprovincialis). G: Muestras control procedentes de A Pobra do Caramifial (Ria de Arousa). G: Mues-
tras recogidas en O Grove (Ria de Arousa ). BU: Muestras recogidas en Bueu (Ria de Pontevedra), a los dos
(1-BU), diez (2-BU), dieciséis (3- BU) y setenta y dos dias (4- BU) del inicio del episodio toxico. Muestras
segun la profundidad: 1m, 5my 10m.

GLANDULA DIGESTIVA

MUESTRA [RNA] ng/ul A260/280 A260/230] MUESTRA [RNA] ng/ul A260/280 A260/230| MUESTRA [RNA] ng/ul A260/280 A260/230
a 792,03 2,03 2,22 |1-BU1_1m 661,13 2,04 2,2 |3-BUL_1m 496,86 1,99 2,09
Q 874,15 1,94 1,96 | 1-BU2_1m  1277,68 2,02 2,02 |3-BU2_1m 173,12 1,91 1,32
foc! 180,67 1,97 1,84 | 1-BU3_1m 899,56 2,05 2,13 | 3-BU3_1m 478 1,97 1,81
ca 964,09 1,98 2,13 | 1-BU4_1m  1001,26 2,05 2,2 |3-BU4_1m 101573 2,01 2,21
s 626,51 1,97 1,97 | 1-BUS_1m 785,33 2,06 2,21 | 3-BU5_1m  2159,83 2 2,05
c6 293,19 2,03 21 | 1-BU1_5m 930,61 2,07 2,27 | 3-BU1_5m  1461,01 2,04 2,25
c7 404,45 2 2,04 | 1-BU2_5m 651,83 2,06 2,2 | 3-BU2_5m  2077,58 2,02 2,16
cs 1532,54 2,03 2,23 | 1-BU3_5m 786,52 2,06 2,24 | 3-BU3_5m 551,27 2,03 2,14
o 2703,57 1,61 1,8 | 1-BU4 5m  1053,56 2,04 2,06 |3-BU4_5m  2783,76 2 1,93
c10 581,1 1,91 2,15 | 1-BU5_5m 909,56 2,06 2,04 | 3-BU5_5m 220145 1,99 2,03
c11 319,84 2,04 2,1 |1-BU1_10m 834,38 2,01 2,29 |3-BU1_10m  1809,67 1,99 2,13
c13 307 2,03 2,15 |1-BU2_10m 610,29 2 1,95 |3-BU2_10m  1229,77 21 2,28
cia 878 2,01 2,1 |1-BU3_10m 132555 2,01 2,08 |3-BU3_10m 1970,41 1,97 2,05
c15 450,88 1,9 1,53 |1-BU4_10m  1860,14 1,99 2,25 |3-BU4_10m  1008,22 2,02 2,02
ci6 444,63 2,02 2,02 |1-BU5_10m 653,84 2,03 2,2 |3-BU5_10m  2533,66 1,97 2,19
c17 413,52 2,02 2,23 | 2-BU1_1m  1562,6 2 2,25 | 4-BU1_1m 783,63 1,92 2,07
cis 428,54 1,97 2,12 | 2-BU2_1m  1000,44 2 2,17 | 4-BU2_1m 394,24 1,85 1,2
c19 81,44 1,9 1,8 | 2-BU3_1m  2147,56 2,02 2,23 | 4-BU3_1m 3682 1,94 2,07

Gl_im 419,84 2,01 2,19 | 2-BU4_1m 315513 1,64 1,76 | 4-BU4_1m 347,77 1,98 1,51

G2_1m 25827 2,02 2,14 | 2-BU5_1m 152437 2,04 2,21 | 4-BU5_1m 994,67 1,95 2,03

G3_1m 104 2,07 2,05 |2-BU1_5m 2015091 2,06 2,25 | 4-BU1_5m 910,29 1,91 1,97

G4_lm 212,59 1,95 1,98 | 2-BU2_5m 912,86 2,05 2,28 | 4-BU2_5m  2279,42 1,61 1,73

G5_1m 315 2,01 2,06 | 2-BU3_5m  4169,71 1,11 1,24 | 4-BU3_5m  1999,82 1,53 1,67

G1_5m 51517 2,03 2,16 |2-BU4_5m  2781,93 2 2,17 | 4-BU4_5m 305,09 1,76 1,21

G2_5m 346,55 2,04 21 | 2-BU5_5m 2076 1,97 1,94 | 4-BU5S_5m  1270,59 1,67 1,82

G3_5m 62,26 1,93 1,51 |2-BU1_10m 42419 1,08 1,16 |4-BU1_10m  1056,99 1,71 2,01

G4_5m  1184,19 1,97 2,27 |2-BU2_10m  1469,58 2,06 231 |4-BU2_10m 1797,13 1,87 1,91

G5.5m 976,78 1,92 2,19 |2-BU3_10m 1707 2,03 2,28 |4-BU3_10m 613,54 1,76 1,7

G1_10m 408,75 2,09 2,03 |2-BU4_10m 194862 2,02 2,2 |4-BU4_10m 55526 1,82 2,13

G2_10m 239,19 2,05 2,1 |2-BU5_10m 117836 2 2,23 |4-BU5_10m 294,12 2,02 2,12

G3_10m 362,86 2 2

G4_10m 152 1,88 1,98

G5_10m 989,87 1,97 2,21
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8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-QPCR (cont.)

Medidas de Cq y eficiencia, obtenidas con el iCycler en glandula digestiva de mejillon (M. galloprovincialis).
C: Muestras control procedentes de A Pobra do Caramifial (Ria de Arousa). G: Muestras recogidas en O
Grove (Ria de Arousa ). B: Muestras recogidas en Bueu (Ria de Pontevedra), a los dos (B.1), diez (B.2),
dieciséis (B.3) y setenta y dos dias (B.4) del inicio del episodio toxico. Muestras segun la profundidad: 1m,
5my 10m.

Glandula digestiva

MUESTRA | nd4 gapdh cox1 rps27 tifSa rps4 act 18S nd4 gapdh cox1 rps27 tifSa rps4 act 18S
C1 20.5 22 171 205 224 197 248 185 B2.1.1 |184 217 154 20.6 222 20.1 26.2 19.6
— Cc2 20.3 22 185 187 229 199 243 183 B2.2.1 |19.8 233 165 19.7 246 21 263 193
E’ C3 257 227 17.8 218 227 21 263 195 B23.1 |19.7 216 162 229 227 20 258 19.7
IE c4 244 239 185 217 235 218 282 227 B2.4.1 |19.7 223 17.8 238 233 209 271 1938
5 C5 269 221 18 213 235 201 25 18.6 'g B251 |21.3 223 159 241 233 20.8 26.2 205
g C6 249 211 178 21.8 219 198 249 217 ‘E B2.15 |253 227 156 205 23.2 20.7 26.8 184
g_ Cc7 212 231 182 211 241 219 269 182 o B225 |19.7 229 171 23 237 21.7 269 207
<’ cs8 242 216 17.2 199 224 203 255 194 :‘_‘ B23.5 |20.1 22.7 17.4 209 245 212 271 21
E Cc9 245 235 182 207 249 212 25 19.9 N B245 |249 229 181 233 246 21.1 27.8 186
s c10 253 23 16.2 217 252 221 267 1938 a B255 [27.1 241 209 234 254 231 288 188
; c11 257 252 163 24 264 241 271 217 2 B2.1.10 (226 23.1 188 204 242 215 26 19.6
»n C13 206 244 179 256 26.6 235 265 18.4 B2.2.10 (239 229 17 22 24 218 26.7 199
_', c14 23.7 227 168 221 272 209 253 217 B2.3.10 (253 23.1 179 212 239 211 26.8 20
8 C15 259 213 172 232 231 202 248 183 B24.10 |22.2 231 19 217 26.2 213 282 199
E Cc16 20.3 23 181 241 251 228 253 184 B2.5.10 25 221 155 213 246 19.1 257 184
8 c17 249 208 166 219 222 201 255 18.4 B3.1.1 |20.2 214 169 19.2 228 199 25 18.5
c18 18.1 21 15.2 21 213 193 251 18 B3.2.1 |194 248 171 21 26 222 258 195
c19 268 249 189 253 278 246 286 19 B3.3.1 |21.5 227 18 227 232 216 259 181
G1l1 26.1 22 16.8 219 239 206 256 183 B3.4.1 |203 233 153 209 251 233 286 209
G21 266 236 179 219 257 219 265 193 B3.51 |239 219 169 21.3 225 195 258 18
G31 253 237 186 204 27 225 26.6 19 @ B3.1.5 |24.6 23.8 17.6 23.8 245 23.1 301 19.2
G41 27 233 185 204 258 216 258 199 \s B3.25 |246 221 17.6 224 242 20.7 259 183
I G5.1 243 217 183 217 232 193 253 201 g B335 |185 223 16.2 21.7 232 219 259 1838
\s G1.5 257 219 182 23 236 212 269 238 | B3.45 |19.7 22 16.5 21.2 229 20.2 25 19.1
g G25 243 239 17.7 209 26 22,7 273 20 %) B3.55 (228 222 16.7 223 25 21.8 249 191
: G35 22.1 24 19.7 228 252 226 252 195 a B3.1.10 |246 23.7 186 221 243 222 28 19.7
8 G45 252 213 164 20 226 199 249 1838 2 B3.2.10 (195 23.1 171 21.6 247 214 289 19.2
O G55 20 21.2 16 19 23.7 197 249 193 B3.3.10 20 21.8 169 22.8 23.6 20.7 26 19.6
o G1.10 243 23 16.4 238 244 22 26.6 189 B3.4.10 (223 224 18.2 22.7 244 212 253 219
G210 242 231 177 22 239 214 279 189 B3.5.10 [37.2 37.6 345 N/A N/A N/A N/A 335
G3.10 251 246 185 235 287 224 312 195 B4.1.1 |23.9 223 16.7 23.1 285 209 254 19.1
G4.10 255 224 169 224 245 212 285 20.2 B4.2.1 |245 227 19.2 21.7 229 211 259 179
G5.10 216 217 162 197 236 209 249 225 B43.1 24 237 177 216 25 224 268 19
B1.1.1 239 226 162 202 264 204 276 184 B4.41 |243 227 17.6 22 234 208 244 196
B1.2.1 244 234 189 209 238 214 26 189 | &y B4.51 |23.7 205 16.5 19.3 228 20 24 18.7
B1.3.1 208 227 166 21.8 238 22 264 268 ‘g B4.1.5 [20.2 23 16.8 20.9 23.1 21.7 26 17.9
B14.1 236 219 169 227 232 204 253 18 ) B4.25 |249 236 173 238 25 229 276 19
. Bls51 206 226 181 196 248 211 283 237 ,:_‘ B435 204 234 175 213 234 213 25 19
\2 B1.1.5 249 229 17.7 20 234 22 282 229 ; B4.45 |18.7 217 17.6 203 23.6 20 245 174
QO B1.25 20.2 227 166 224 259 218 289 204 w B455 (199 226 168 21.6 235 22 24.8 18
o B1.3.5 24 232 158 227 249 21 295 231 a B4.1.10 |21.7 23 18.2 213 245 21 268 191
- B1.4.5 27.7 222 171 244 244 209 269 19.2 B4.2.10 (234 23.1 17.7 23.1 238 219 259 189
a B1.5.5 251 238 195 214 239 224 273 197 B4.3.10 (223 206 169 20 22 188 244 179
g B1.1.10 19.8 223 17.2 218 225 201 28 18.7 B4.4.10 (238 234 176 208 253 209 26.7 19.7
B1.2.10 249 239 179 211 269 215 27 18.9 B4.5.10 |(23.7 224 18 20.7 255 20 2538 19
B1.3.10 252 213 167 192 214 197 25 17.2 Eficiencia|1.05 0.993 0.859 0.92 0.97 0.911 0.91 0.992
B1.4.10 24 231 165 224 271 218 268 19.6
B1.5.10 245 222 179 204 241 203 273 19
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8. Anexo

Figura con las curvas estandar de la RT-gPCR de los distintos genes en la glandula digestiva. Las curvas
han sido generadas con el Bio-Rad iCycler iQ™ software. Se representan los valores del Cq (ciclo de cuan-
tificacion o ciclo umbral; threshold cycle) de cada conjunto de diluciones seriadas frente al logaritmo del
factor de dilucion del cDNA. La eficiencia de la reaccion (E%) viene dada por [10 (1/-S) -1] x 100, donde S
representa la pendiente (slope) de la recta de la regresion lineal.

Correlation Coefficent: 0,693 Slope: -3,319 Intercept: 26,590 ¥ =-3,319 X + 26 590 mdr1 & R
FCR. Efficiency: 100,1 % @ Standards
s
o
[}
i
8
=
-3 2 -1 0 1
Log Starting Quantty, copy number
Correlation Coefficient: 0,688 Slope: -3,327 Intercept: 26,051 ¥ =-3,327 X + 26,051 mdr2 a e
PCR. Efficiency; 9,8 % @ Standards
ar
=
[=}
Ji,
&
E
-4 -3 -2 il 0 1
Log Starting Quantty, copy number
o ; : g cox1
Correlation Coefficient: 0,996 Slope: -3,712 Intercept: 16,723 ¥ =-3,712X + 16,723 o Unknowns
PCR Efficiency: 85.9 % «  Standards
3
- 30 g_
e =
— 26 T
=== 8
— 223
t—— fie
He
4 3 -2 1 0 1
Log Starting Quantity, copy number
Correlation Coefficienit: 0,588 Slope: -3,400 Intercept: 23,725 Y =-3,400 X + 23,725 tif5a 8  Unknowns
PCR Efficiency’: 96,9 % s Swndards
40
—— 3 ‘E
e — e
— 42
s o
= 2
—— 53
e
22
4 3 -2 1 0 1

Log Startng Quantity, copy number

2717



8. Anexo

8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-QPCR (cont.)

Correlation Coefficient: 0,992 Slope: -3,338 Intercept: 22,669 Y =-3,338X + 22669 gapdh = unkaowns
PCR Efficlency: 99,3 % C Standards
34
29
0 &
L] m U
%4
4 24 ,?_:
22
-4 3 -2 -1 0 1
Log Startng Quantity, copy rumber
Correlation Coefficient: 0,996 Siope: -3,189 Intercept: 21,156 Y =-3,189 X + 21,156 B e
PCR Efficercy: 1058 % nd4 . soden:
3
:
-4 -3 -2 -1 s} 1
Log Startng Quantity, copy number
Correlation Coeficientt: 0,994 Siope: -3,554 Intercept: 20,722 Y =-3,554 X + 20,722 rps4 ¢ Unkoms
PCR Efficlency: 91,1 % E Standards
3
:
-4 1
Log Starting Quantity, copy number
Correlation Coeficent: 0,996 Slope: -3,531 Intercept: 20,939 Y =-3,531X + 20,939 B Linkiowns
PCR Efficiency: 92,0 % rps27 - Swenderds

NERBERR
Threshold Cyde

-4 -3 -2 -1
Log Starting Quaniity, copy number

278



8. Anexo

Correlation Coefficient: 0,993 Slope: -3,557 Intercept: 24,956 ¥ =-3,557 X + 24,956 act 8 Unknowns
PCR Efficlency: 91,0 % B Standards
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8. Anexo

8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-QPCR (cont.)

Figura con el andlisis de las curvas de fusion de los distintos genes en la gldndula digestiva. Las curvas han
sido generadas con el software Bio-Rad iCycler iQ™.
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8. Anexo

Geles desnaturalizantes para comprobar el estado de los RNA totales, tras la extraccion, en muestras de
branquia, de M. galloprovincialis. M: marcador de RNA RiboRuler™ High Range RNA Ladder (Fermentas).

En rojo, muestras que presentan un RNA degradado o con baja concentracion, en las que fue preciso repetir
Su extraccion.

CARAMINAL
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8. Anexo

8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-QPCR (cont.)

Gel desnaturalizante de las muestras degradadas o con baja concentracion.

CARAMINAL
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8. Anexo

Concentracion de RNA (ng/uL) medida con el NanoDrop, de las muestras de branquia de mejillon (M.
galloprovincialis). C: Muestras control procedentes de A Pobra do Caramifial (Ria de Arousa). G: Muestras
recogidas en O Grove (Ria de Arousa ). BU: Muestras recogidas en Bueu (Ria de Pontevedra), a los dos
(1-BU), diez (2-BU), dieciséis (3- BU) y setenta y dos dias (4- BU) del inicio del episodio toxico. Muestras
segun la profundidad: 1Tm, 5my 10m.

BRANQUIA
MUESTRA [RNA] ng/pl A260/280 A260/230| MUESTRA [RNA] ng/ul A260/280 A260/230| MUESTRA [RNA] ng/ul A260/280 A260/230
a 384,89 2,03 2,15 |1-BU1_1lm 577,53 2,04 2,2 |3-BUl_1m 514,95 2,07 2,2
(o) 249,84 2,04 2,08 |1-BU2_1m 609,85 2,03 2,11 [3-BU2_1m 308,79 2,04 2,05
o] 204,52 1,97 1,91 |1-BU3_1m 355,65 2,03 1,72 |3-BU3_1m 582,56 2,05 2,22
ca 682,49 2,05 2,24 |1-BU4_1m 462,41 2,03 2,18 |3-BU4_1m 383,84 2,04 2,15
s 359,05 2,03 2,13 |1-BU5_1m 324,03 2,03 2,1 |3-BU5_1m 319,73 2,05 2,1
c6 279,72 2,04 2,13 |1-BU1_5m 457,27 2,02 2,18 |3-BU1_5m 399,33 2,04 2,06
c7 221,5 2,04 2,09 |1-BU2_5m 454,15 2,03 2,16 |3-BU2_5m 265,71 2,06 2,06
cs 455,72 2,01 2,11 |1-BU3_5m 524,75 2,05 2,18 |3-BU3_5m 307,26 2,03 2,07
9 255,64 2,05 2,15 |1-BU4_5m 5752 2,07 2,22 [3-BU4_5m 348,88 2,04 2,11
c10 708,44 2,07 2,25 |1-BU5_5m 338,54 2,05 2,17 |[3-BU5_5m 380,46 2,03 2,17
c11 419,44 2,03 2,19 [1-BU1_10m 3786 2,04 2,16 [3-BU1_10m 344,86 2,04 2
c13 111,69 2,03 1,97 |1-BU2_10m 280,07 2,05 2,14 [3-BU2_10m 371,95 2,04 2,14
ci4 101,83 2,02 1,98 [1-BU3_10m 336,64 2,04 2,2 [3-BU3_10m 198,39 2,03 2,04
cis 69,84 1,86 1,29 [1-BU4_10m 411,17 2,04 2,21 [3-BU4_10m 309,22 2,05 1,98
ci6 189,42 2,03 2,05 |1-BU5_10m 406,04 2,02 2,19 [3-BU5_10m 181,33 2,06 1,98
c17 159,96 1,96 1,8 |2-BUL_1m 193,72 2,03 2,03 [4-BU1_1m 957,53 2,06 2,25
ci8 240,21 2 2,01 |2-BU2_1m 164,14 2,01 1,93 |4-BU2_1m 514,56 2,07 2,19
c19 210,08 2,02 2,01 |2-BU3_1m 576,09 2,08 2,28 |4-BU3_1m 33353 2,02 2,14
Gl_1m  303.91 2,02 2,1 |2-Bu4_im 291,51 2,03 2,12 |4-BU4_1lm 227,14 2,01 2,11
G2_1m 149,55 1,99 2 2-BU5_1m 248,18 2,02 2,11 |4-BU5_1m 273,26 2,03 21
G3_1m 172,29 2,03 2,01 |2-BU1_5m 277,85 2,04 2,12 |4-BU1_5m 367,88 2,03 2,21
G4_lm 330,62 2,03 2,15 |2-BU2_5m 737,78 2,06 2,26 |4-BU2_5m 604,02 2,02 2,24
G5_1m 418,71 2,03 2,2 |2-BU3.5Sm 311,92 2,04 2,16 |4-BU3_5Sm 362 2,04 2,17
G1_5m 236,75 2,03 2,11 |2-BU4_5m 451,13 2,01 2,03 |4-BU4_5m 226,95 2 1,95
G2_5m 167,97 2 2,07 |2-BU5_5m 430,54 2,02 2,1 |4-BU5_5m 371,88 2,03 2,13
G3_5m 231,33 2 2,11 [2-BU1_10m 3423 2,02 2,13 |4-BU1_10m 399,45 2,03 2,16
G4_5m 413,54 2,02 2,15 |2-BU2_10m 330,55 1,98 2,04 [4-BU2_10m 790,45 2,02 2,22
G5_5m 344,18 2,03 2,16 [2-BU3_10m  685,2 2,08 2,24 |4-BU3_10m 387,26 2,03 2,07
G1_10m 214,93 2,02 2,04 [2-BU4_10m 576,47 2,07 2,25 [4-BU4_10m 340,29 2,04 2,16
G2_10m 87,32 1,97 1,83 [2-BU5_10m 613,44 2,09 2,27 |4-BU5_10m 254,37 2,04 2,14
G3_10m 297,81 2,04 2,16
G4_10m 219 2,02 2,08
G5_10m 263,94 2,01 2,08
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8. Anexo

8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-QPCR (cont.)

Medidas de Cq y eficiencia, obtenidas con el iCycler en branquia de mejillon (M. galloprovincialis). C:
Muestras control procedentes de A Pobra do Caramifial (Ria de Arousa). G: Muestras recogidas en O Grove
(Ria de Arousa ). B: Muestras recogidas en Bueu (Ria de Pontevedra), a los dos (B.1), diez (B.2), dieciséis
(B.3) y setenta y dos dias (B.4) del inicio del episodio téxico. Muestras segin la profundidad: 1m, 5m'y
10m.

Branquia
MUESTRA | nd4 gapdh cox1 rps27 tifSa rps4 act 18S nd4 gapdh cox1 rps27 tif5a rps4 act 18S
Cc1 208 215 161 205 244 199 237 181 B2.1.1 [19.7 20.2 156 19.1 214 188 241 179
= Cc2 20.3 20.8 16.8 195 23 19.5 24 19.3 B2.2.1 20 215 17 19.6 229 19.7 244 19.6
x§ C3 21 221 167 20.6 225 205 26.1 19 B2.3.1 |19.6 21 16.2 21.4 223 20 248 189
s c4 213 225 167 202 241 207 255 193 B24.1 (193 209 171 211 247 19.7 252 195
< C5 216 209 16.7 203 244 199 255 188 g B2.5.1 |194 19.8 16.2 20.1 22.1 19.2 243 184
5 Ccé6 233 20 16.2 205 241 214 248 186 ‘a B2.15 22 198 158 188 21.2 189 23.1 189
9_ Cc7 20.8 207 172 192 224 20 26 19.4 3 B225 [19.8 216 16.6 21.8 229 204 26.1 19.1
<' c8 215 223 16.7 206 236 209 257 187 - B2.3.5 |19.1 20.5 15.8 189 23.1 19.3 257 19.2
Z ¢9 229 213 171 198 245 206 247 196 | N B2.45 (204 20.6 16 21.8 223 194 247 20.1
é c10 217 224 169 206 256 21 247 19.7 a B255 (204 212 165 195 231 20 251 1938
= c11 201 214 153 198 235 20.7 245 189 g B2.1.10 | 18 19.8 15 179 23 194 237 214
‘% Cc13 19.3 201 16,5 201 218 194 237 19.2 B2210 (22 196 159 189 218 19 26.2 19.1
_" c14 20.8 22 16.1 214 27 214 263 208 B2.3.10 |21.8 21 16 20.8 223 20 241 197
O cC15 267 269 242 301 303 253 3038 20 B24.10 (20 20.6 16.1 20.1 27.7 193 235 186
E C16 19.7 19.6 163 20.2 228 198 239 187 B2510 (21 212 16.1 20.4 23.2 198 244 186
g c17 21.8 213 16.8 215 238 209 263 21.2 B3.1.1 |189 204 154 183 23.8 19 24 18
O cis 19.2 221 161 207 234 207 27 19.7 B3.2.1 (189 219 159 187 241 194 242 189
c19 22 203 159 203 23 19.5 238 184 B3.3.1 (187 20.8 157 20.5 23.8 204 238 196
G1l1 23 21.2 165 21 24 193 26.8 20.7 B3.4.1 |198 213 158 19 227 201 25 19.3
G21 21 208 171 196 228 19.2 257 208 B351 (219 211 164 211 23 204 258 178
G3.1 217 205 168 189 234 193 249 194 @ B3.15 |21.1 21 169 20.8 22.8 19.7 25 20.7
G4.1 204 205 158 19.2 221 191 239 183 \s B3.25 (209 21 16.4 20.5 23.8 20 245 19
§ G5.1 19.1 201 152 191 21 18.1 232 183 2 B3.3.5 19 231 165 21.3 242 213 253 195
‘a G1.5 211 208 166 203 226 199 248 179 | B3.4.5 |187 20.6 154 19.8 22.2 19.2 241 176
o G25 223 195 151 182 227 185 242 184 | en B3.5.5 |20.8 21.5 16.3 20.6 239 204 239 20.7
E G35 19.6 19.7 158 187 21.7 184 239 18 B B3.1.10 (22.1 221 175 20.8 233 20.3 25.2 188
[e) G4.5 20,6 201 157 186 209 186 236 186 | D B3.2.10 |19 208 163 19 224 188 233 194
5 G5.5 201 201 155 185 225 183 24 183 @ B3.3.10 (189 199 164 20 235 193 239 20.2
o G1.10 204 20.2 161 20.2 22 189 24.2 19 B3.4.10 |20.7 219 175 20.6 259 20.1 27.4 205
G210 20.5 201 16.6 21 249 192 256 20.1 B3.5.10 |23.2 221 16.3 20.3 22.4 19.7 234 175
G3.10 20.6 20 156 199 219 189 243 187 B4.1.1 21 227 16 227 28 212 275 18
G4.10 209 206 16,5 201 231 194 254 184 B4.2.1 |195 19.7 154 19.7 214 187 22 19.7
G5.10 194 214 158 19.8 23.1 19.2 245 186 B4.3.1 |20.7 21.1 16.6 19.8 225 20 25.1 215
B1.1.1 211 226 163 20 244 202 248 187 B4.41 (216 22 17.6 199 239 20 258 19.3
B1.2.1 23.6 217 16,5 209 232 199 24 17.9 § B4.5.1 |20.7 20 159 189 23.7 20.1 238 19.7
B1.3.1 209 218 16,5 21.7 236 208 255 19.6 ‘E B4.1.5 |19.9 20.9 15 19.2 219 189 23,6 193
B1.4.1 20.1 195 149 196 214 19 233 167 | o B4.25 (214 212 16.2 20.1 229 198 241 204
o B1.5.1 205 221 16,5 206 233 209 261 178 !:" B4.3.5 |20.8 21.2 16.5 19.7 225 19.3 22.7 205
~S B1.1.5 206 19.8 16.3 19 21.7 193 233 19 < B4.45 (206 20.2 16.6 19.4 229 19.1 242 203
0O B125 199 229 159 218 241 20.7 247 185 a B4.5.5 20 205 159 19 228 19.1 242 191
o B1.3.5 204 209 154 21 23 195 247 184 g B4.1.10 |20.7 21.1 16.7 20.3 245 20 251 18.6
= B145 21 205 159 211 233 19 239 173 B4.210 |21 224 17.1 21.1 233 20.7 264 184
a B1.5.5 21.7 217 169 19.2 239 21 251 1838 B4.3.10 |20.2 20.2 15.8 19.4 23.2 19.7 239 18
g B1.1.10 19 20.7 155 20.8 223 20.2 24 18.7 B4.4.10 |20.7 21.6 16.1 20.7 24.8 204 252 209
B1.2.10 216 225 166 197 27.8 194 244 183 B4.5.10 (20.1 19.5 15.7 189 22.7 19 241 20.7
B1.3.10 203 209 156 188 22 199 242 179 Eficiencia|1.00 1.073 1.976 1.012 0.93 0.935 1.113 0.877
B1.4.10 215 209 159 209 26 19.4 241 197
B1.5.10 20.5 20 154 202 224 193 233 189
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Figura con las curvas estandar de la RT-qPCR de los distintos genes en la branquia. Las curvas han sido
generadas con el Bio-Rad iCycler iQ™ software. Se representan los valores del Cq (ciclo de cuantificacion o
ciclo umbral; threshold cycle) de cada conjunto de diluciones seriadas frente al logaritmo del factor de
dilucion del cDNA. La eficiencia de la reaccion (E%) viene dada por [10 (1/-S) -1] x 100, donde S representa
la pendiente (slope) de la recta de la regresion lineal.
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8. Anexo

8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-QPCR (cont.)
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Correlation Coefficient: 0.991 Slope: -3.078 Intercept: 24.005 Y =-3.078 X + 24.005 i linkiowne
PCR Efficlency: 111.3 % act Standardls

-

[RERgRsER8s
Threshold Cyde

-4 -3 -2 it o 1
Log Startng Quantity, copy rumber
Correlation Coefficent: 0.999 Slope: -3.656 Intercept: 19.061 Y =-3.656 X + 19.061 188 = Utoms
PCR Efficlency: 87.7 % o Standards
3
'y
30
22
2
24 g
22 £
18
his
-4 -3 -2 it o 1

Log Startng Quantity, copy number

287



8. Anexo

8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-QPCR (cont.)

Figura con el analisis de las curvas de fusion de los distintos genes en la branquia. Las curvas han sido

generadas con el Bio-Rad iCycler iQ™ software.
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8. Anexo

Geles desnaturalizantes para comprobar el estado de los RNA totales, tras la extraccion, en muestras de
manto, de M. galloprovincialis. M: marcador de RNA RiboRuler™ High Range RNA Ladder (Fermentas). En
rojo, muestras que presentan un RNA degradado o con baja concentracion, en las que fue preciso repetir su

extraccion.
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8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-QPCR (cont.)
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8. Anexo

Concentracion de RNA (ng/uL) medida con el NanoDrop, de las muestras de manto de mejillon (M. gallo-
provincialis). C: Muestras control procedentes de A Pobra do Caramifial (Ria de Arousa). G: Mugstras reco-
gidas en O Grove (Ria de Arousa ). BU: Muestras recogidas en Bueu (Ria de Pontevedra), a los dos (1-BU),
diez (2-BU), dieciséis (3- BU) y setenta y dos dias (4- BU) del inicio del episodio toxico. Muestras segun la
profundidad: 1m, 5my 10m.

MANTO
[RNA] [RNA] [RNA]

MUESTRA ng/ul  A260/280 A260/230| MUESTRA  ng/ul  A260/280 A260/230| MUESTRA  ng/ul  A260/280 A260/230
c1 145,03 1,98 1,91 |1-BU1_1m 188,14 2 1,93 |3-BUL_1m 127, 1,99 1,85
c2 330,59 2,06 2,1 |1-BU2_1m  729,7 2,04 2,18 |3-BU2_1m 324,34 2,02 2,12
c3 136,42 1,92 1,82 | 1-BU3_1m 893,59 2,03 2,1 |3-BU3_1m 214,57 1,85 2,3
c4 191,14 1,82 2,15 |1-BU4_1m 784,22 2,05 2,21 |3-BU4_1m 242,32 1,84 2,16
cs5 349,82 1,99 1,95 |1-BUS_1m 114981 2,06 2,25 |3-BUS_1m 245,03 2,03 2,21
c6 307,39 2 2,04 |1-BU1_5m 144,96 1,95 2,06 |3-BU1_5m 405,48 2,01 2,15
c7 804,02 2,06 2,17 |1-BU2_5m  321,9 1,98 2,15 |3-BU2_5m 215,58 1,65 1,76
c8 265,33 2,02 1,97 |1-BU3_5m 314,44 2,02 2,12 |3-BU3_5m 421,73 2,05 2,18
c9 429,7 1,92 2,22 | 1-BU4 5m 5795 2,07 2,17 |3-BU4_5m 411,09 2,01 2,16
c10 341,22 1,95 2,15 |1-BU5_5m  1368,86 2,03 2 3-BUS_5m 242,02 1,81 2,26
c11 407,52 2,01 2,04 [1-BU1_10m 321,42 1,89 2,36 [3-BU1_10m 218,45 1,98 2,06
c13 317,54 2,02 2,08 [1-BU2_10m 381,82 2,02 2,13 [3-BU2_10m 158,26 1,92 2,05
ci14 299,6 2 2,01 [1-BU3_10m 299,36 1,85 2,33 [3-BU3_10m 324,44 2,01 2,17
c15 84,87 1,96 1,76 |1-BU4_10m 141,46 2 1,94 |3-BU4_10m 242,66 2 2,06
C16 21,36 1,74 0,93 |1-BU5_10m 442,73 1,92 2,23 |3-BU5_10m 340,21 1,9 2,21
c17 495,09 2,1 2,22 |2-BU1_1m  567,9 2,07 2,18 |4-BU1_1m 322,74 1,93 2
c18 395,18 2,02 2,11 |2-BU2_1m 295,17 1,9 2,26 | 4-BU2_1m 216,09 2,03 2,02
c19 113,49 1,94 1,74 | 2-BU3_1m 508,28 2,08 2,18 |4-BU3_1m 157,48 1,89 2,02

G1_1m 396,6 2,02 2,14 | 2-BU4_1m 940,65 2,06 2,22 |4-BU4_1m  312,1 2,07 2,07

G2_1m 508,29 2,04 2,1 |2-BU5S_1m  276,9 2,03 2,15 |4-BU5_1m 167,52 2,01 2,06

G3_1m 296,74 2,01 2,09 |2-BU1_5m 361,04 2,01 2,13 | 4-BU1_5m 247,16 1,98 1,96

G4_1m 331,43 2,03 2,12 | 2-BU2_5m 525,61 2,1 2,18 | 4-BU2_5m 808,06 2,02 2,11

G5_1m 362,02 2,02 2,13 | 2-BU3_5m 253,45 2,01 2,02 |4-BU3_5m  304,4 1,99 2,08

G1.5m 403,79 1,99 2,12 | 2-BU4_5m 393,75 1,98 2,17 | 4-BU4_5m 228,01 2,01 2,04

G2_5m 229,28 1,92 1,99 |2-BU5_5m 448,15 1,94 2,27 | 4-BU5_5m 280,47 2,01 2,13

G3_5m 150,27 1,92 2,11 |2-BU1_10m 273,79 2,05 2,13 |4-BU1_10m 192,64 1,77 1,77

G4_5m 63 1,96 1,67 |2-BU2_10m 303,77 1,89 2,3 |4-BU2_10m 533,92 2,02 1,96

G5_5m 104,01 1,76 1,75 |2-BU3_10m 168,64 1,96 2,1 |4-BU3_10m 175,55 2 1,98

G1_10m 169,16 1,74 1,93 [2-BU4_10m 103561 2,06 2,19 |4-BU4_10m 189,32 1,78 1,68

G2_10m 634,62 2,08 2,1 [2-BU5_10m 183,67 1,88 2,24 |4-BU5_10m 208,06 1,9 1,34

G3_10m 951,21 2,08 2,17

G4_10m 116,47 1,95 1,88

G5_10m  1280,58 2,05 2,15
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8. Anexo
8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-QPCR (cont.)

Medidas de Cq y eficiencia, obtenidas con el iCycler en manto de mejillon (M. galloprovincialis). C: Mugs-
tras control procedentes de A Pobra do Caramifial (Ria de Arousa). G: Muestras recogidas en O Grove (Ria
de Arousa ). B: Muestras recogidas en Bueu (Ria de Pontevedra), a los dos (B.1), diez (B.2), dieciséis (B.3)
y setenta y dos dias (B.4) del inicio del episodio toxico. Muestras segun la profundidad: 1Tm, 5my 10m.

Manto
MUESTRA | nd4 gapdh cox1 rps27 tifsa rps4 act 18S nd4 gapdh cox1 rps27 tif5a rps4 act 18S
C1 21 228 169 205 226 19.7 23 20.9 B2.1.1 184 248 156 213 229 213 256 203
- C2 189 214 168 181 216 192 214 207 B2.2.1 241 219 212 211 22.8 20.1 245 219
|§ Cc3 256 215 176 194 195 183 212 215 BRASHS 18.6 229 156 214 222 194 229 205
§ c4 27 238 218 217 239 216 24 24.5 . B2.4.1 189 225 175 22.1 223 20.5 244 207
< C5 25.9 22 179 201 225 197 209 208 g B25.1 20.1 21.2 165 209 21.8 19.8 23.1 209
5 (o9 25.5 21 179 19.1 206 185 21.2 20.7 "5 B2.1.5 239 23.1 149 199 21.8 21 251 203
8 Cc7 21.7 226 182 19.2 211 194 21 22.2 S B2.2.5 18.7 219 163 209 219 195 224 208
<' Cc8 246 237 18 211 2266 20.7 232 214 3 B2.3.5 189 23.1 15.8 20.7 22.7 209 25 20.2
E (og°] 26 216 187 194 228 188 218 21 N B2.4.5 24 205 146 221 219 183 21.7 193
>o< c10 248 207 17.6 19.2 215 189 219 21.2 a B2.5.5 26.1 20.7 19 194 219 195 247 19.7
= c11 23 20 153 179 202 184 19.2 19.2 g B2.1.10 | 189 211 158 179 213 193 215 20.7
% Cc13 188 233 165 215 223 21 229 20.7 B2.2.10 | 248 20.7 19 20.7 213 19 22 21.9
_" ci14 25.7 24.8 19 244 293 213 229 219 B2.3.10 | 264 21.1 189 20.7 21.4 19.2 224 2138
O Ci15 247 19.7 168 186 21.1 189 20 22.5 B24.10 |19.6 242 155 236 278 22 267 217
E Cc16 19.7 235 165 229 236 227 244 20 B 2.5.10 25 233 182 20.7 21.8 194 221 22
g c17 252 221 179 216 227 202 245 237 B3.1.1 216 211 175 181 22.7 19.2 247 209
O c18 19.7 236 163 203 224 198 238 222 B3.2.1 19 2222 159 185 223 19 223 212
C19 253 218 179 218 249 205 225 221 B3.3.1 213 217 181 20.2 21 191 21.7 221
G1l1 246 229 164 217 225 202 243 221 B3.4.1 21.7 198 193 20.2 21.8 19 23,6 229
G21 25.2 22 17.1 194 232 196 223 224 B3.5.1 243 228 148 225 231 203 27 21.8
G3.1 245 208 169 184 223 203 213 209 | gy B3.1.5 249 205 176 21 21.8 19.1 214 211
G4.1 247 217 171 188 209 19.2 21 21.8 5_’: B3.2.5 245 209 17.6 20.7 218 186 21 22.9
§ G5.1 24 209 16.7 19 20.2 185 209 1938 2 B3.3.5 184 20.5 16.1 19.7 21 18.7 219 20.6
‘E G1.5 261 209 182 20.1 21 19.7 219 208 | = B3.4.5 18.8 20.2 151 19.6 20.8 18.9 21.7 19.7
o G25 263 205 179 198 216 181 213 225 | e B3.5.5 26.7 22 209 22 228 21.1 242 224
E G35 22 19.8 194 19.7 21 19 223 216 a B3.1.10 | 243 21.2 169 205 22.6 187 21.8 22.1
o) G4.5 281 26.2 208 231 281 226 267 227 | D B3.2.10 |20.2 21 18 18.7 21.4 181 209 21.2
g G5.5 243 245 212 241 254 227 251 244 @ B3.3.10 |19.2 19.7 16 194 21.1 18 20.7 19.6
o G1.10 27.5 23 21.9 22 245 21 247 25.2 B 3.4.10 20 209 163 228 222 208 239 21
G210 24.1 23 155 213 22 21.2 239 199 B3.5.10 |26.6 206 17.3 19.1 19.7 185 215 21.2
G3.10 216 228 164 222 24 225 243 212 B4.1.1 254 20.7 16.8 222 245 181 195 213
G4.10 244 252 18 234 254 226 296 21 B4.2.1 243 198 16.8 19.7 203 18 20.2 20.7
G5.10 19.2 245 157 208 23.8 217 249 22 B4.3.1 244 221 182 21 22 199 215 22
B1.1.1 23.7 228 164 20.5 238 209 236 21 B4.4.1 254 213 17.7 199 21.5 187 20.8 20.7
B1.2.1 234 217 161 206 21.7 198 224 213 z B4.5.1 237 199 157 195 21 185 187 20
B1.3.1 19.1 236 1538 21 211 194 234 193 ‘E B4.1.5 19.5 209 163 199 20.5 186 20.1 209
B1.4.1 23 21 143 19.2 201 186 203 197 | & B4.2.5 239 216 159 213 21.7 20.1 225 209
> B1.5.1 184 212 155 195 209 193 227 194 t B4.3.5 20.1 231 174 211 219 19.6 234 20.7
\S B1.1.5 262 212 185 195 209 194 226 206 | ¥ B4.4.5 23 201 15.7 20.6 21.7 18.7 224 203
0 B125 214 19.2 179 201 215 183 236 19.2 a B4.5.5 17.7 213 15 20.7 22.1 187 213 199
o B1.3.5 24 216 149 187 229 19.2 234 195 3 B4.1.10 |22.2 212 189 19.8 21.7 188 219 224
= B145 25 19.2 17.7 19.7 206 18 219 205 B4.210 |244 213 17 203 21 187 21 203
a B1.5.5 25 228 159 188 229 203 236 215 B4.3.10 | 225 209 155 218 21.4 188 213 209
a B1.1.10 213 206 186 21.2 226 197 2256 229 B4.4.10 | 252 226 20 239 238 206 23 224
B1.2.10 256 21.1 165 179 27 183 21.6 20.6 B4.5.10 | 234 20.1 16.6 181 20.7 182 204 21.1
B1.3.10 26.2 209 212 195 21.7 195 237 219 Eficiencia|1.009 0.961 0.916 0.973 1.05 0.958 1.003 0.94
B1.4.10 247 217 167 214 276 205 225 215
B1.5.10 252 196 169 198 204 182 206 20.1
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8. Anexo

Figura con las curvas estandar de la RT-gPC de los distintos genes en el manto. Las curvas han sido gene-
radas con el Bio-Rad iCycler iQ™ software. Se representan los valores del Cq (ciclo de cuantificacion o ciclo
umbral; threshold cycle) de cada conjunto de diluciones seriadas frente al logaritmo del factor de dilucion
del cDNA. La eficiencia de la reaccion (E%) viene dada por [10 (1/-S) -1] x 100, donde S representa la
pendiente (slope) de la recta de la regresion lineal.
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8. Anexo

8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-QPCR (cont.)
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8. Anexo
8.4. Medidas, geles y graficas de la RT-QPCR (cont.)

Figura con el andlisis de las curvas de fusion de los distintos genes en el manto. Las curvas han sido gene-
radas con el Bio-Rad iCycler iQ™ software.
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