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INTRODUCCIÓN
u
u
• LINTRODUCCIÓN GENERAL AL PROCESO DE ENOUISTAMIENTO
u (CRIPTOBIOSIS) EN CILIADOSu
u
• El términocriptobiosisfue introducidopor Keilin (1959),y con él se designa
• aaquellosorganismosqueno presentansignosvisiblesdevida y su metabolismoes
u

prácticamentenulo. Entre los microorganismoseucariotas,un buen ejemplo de
• criptobiosisnos lo ofrecenmuchosprotozoosciliados, queson capacesde formar
• quistes de resistencia,ya que cuandoel microorganismoalcanzadicho estado,no
• presentaunmetabolismodetectabley la célulapuedepermanecerenél durantelargos
u• periodosde tiempo de una forma estable.Tambiénson formas criptobioticas,las
• esporasde hongos.En microorganismosprocariotas,podemosdestacarlas esporas

• bacterianas.
En el ciclo celulardemuchosprotozoosciliados,existeun ciclo facultativodeu

diferenciacióncelularconocidocomociclo Enquistamiento—Exquistamiento(E-E). El
u procesodediferenciacióncelularqueconducea la formacióndelquistederesistencia
• (estado criptobiótico), se denomina Enquistamiento y al proceso contrario,
u

Exquistamiento.Este ciclo presenta,por tanto, dos estadosdiferenciados:la célula
u vegetativay el quiste de resistencia(Fig.1). Este ciclo facultativoestá conectadoal
• ciclo Crecimiento-División (C-D) del ciliado, y cuandosurgen en el medio las
• condicionesinductorasdelmismo,la célula puedepasarde un ciclo al otrodeformau reversible.El pasohaciael estadocriptobióticoinvolucrala aperturade unprograma

u genético,silenciadoduranteel ciclo Crecimiento-División,queorganizay regula la
• biosíntesismacronuclearligadaa dicho procesode diferenciacióneucariota.

u Duranteelenquistamiento,la célulavegetativaexperimentanumerososcambiosu
• fisiológicosy morfológicos(Gutiérrezet al.,1990) queconducena la formacióndel

u estadocriptobiótico. Uno de los cambiosmás representativoses la formaciónde
u barreraspermeablescomo la paredquistica (Delgadoet al., 1987; Gutiérrezet al.,
e 1983a;Matsusaka,1976;Tibbs,1968;WalkerandHoffman,1985).Éstaconsisteenuna
• seriedecapascuyonúmerovaríaentre1 y 4, las cualessedesignancomoectoquiste,
• mesoquiste,endoquistey metaquiste(capagranular)(Delgadoet al., 1987; Grimes,
• 1973;GutiérrezandPérez-Silva,1983;Gutiérrezetal., 1983a;Walkeret al., 1975;1980).e La composiciónde la paredesvariadasiendolas glucoproteinas,proteinasy
• carbohidratoslos principalesconstituyentes(BussersandJeuniaux,1974;Calvoet al.,
• 1983; Gutiérrez et al., 1984;Matsusakaand Hongo, 1984; Tibbs, 1966). En Colpoda
u

fn/Zata, la paredqu.fstica estáconstituidaúnicamentepor ectoquistey endoquiste
u
u 1
u
u
u
u
u
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u
• (Martín-Gonzálezet al., 1992),siendolos precursoresdecadacapaquistica,vesículas

• elipsoidalesy paquetesfibrilares respectivamente(Martín-Gonzalezet al., 1994).Estosu• precursoresaparecena lo largo del enquistamientosegúnuna secuenciatemporal

• (Gutiérrezet al., 1983b) y conllevan a la formación de las capasdefinitivas. En
• general,sepiensaquelos precursoresde paredderivandel aparatode Golgi y del
u retículoendoplasmáticorugoso(Calvo et al., 1986).u
e
u
u
e
u
u
u
u
u
e
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u Fig.1:Ciclo de vida del ciliado Colpodía infiata. C-D: ciclo Crecimiento-División.E-E: ciclo Enquistamiento-
u Exquistamiento.QD: Quistede división. QR Quiste deresistencia.

u
• En cuantoa los inductoresde enquistamientocabe citar entre otros a la

• temperaturay a la desecacióndelmedio, peroel inductorexógenomásuniversalen
u

protozoosciliadosesla falta de alimentoo la deficienciade un nutrienteesencialen
el mediode cultivo (Corliss andEsser,1974 ; Wagtendonk,1955).

u Uno de los principalescambiosquesufrela célula duranteel enquistamiento,
esla disminucióndevolumencelular,deun60-80%,comoconsecuenciade la pérdida

u de aguaintracelular(Ricci et al., 1985; WalkerandMaugel,1980;Walkeret al., 1980),u
• lo quesuponeun cambioen la densidadcelular.La deshidratacióncitoplasmáticase
u producea travésde su vacuolacontractil, la cual semantieneactiva hastaestados
u

prequisticosavanzados(Matsusaka,1979). La deshidratacióncitoplasmática,tiene
como finalidad el conseguiruna de las principalescaracterísticasde todo estado

u
2
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• criptobiótico: el estadoametabólico.Como consecuenciade la pérdidade agua

intracelular,ocurrenunaseriedecambiosen losorgánuloscelulares,asipor ejemplo:u
• empaquetamientomitocondrial (Gutiérrezand Pérez-Silva,1983;Matsusaka,1976;
u WalkerandHoffman, 1985;WalkerandMaugel;1980;Wa]ikeret al., 1975;1980) lo que
e

podríaimplicar unadisminuciónde la actividadrespiratoria(Giese,1973;Pigonand
Edsteóm,1961).Enotroscasos,puedehaberdegeneracióndeunapartedela dotación

• mitocondrial, sin originarseempaquetamiento(Gutiérrez and Pérez-Silva, 1983;

• Walker and Maugel, 1980). También los ribosomas,vacuolasy lisosomasestán
u

implicadosen los cambioscitoplasmáticosquesufre la célulaen el enquistamiento
• (Gutiérrezet al., 1990).
u El citoplasmaprequisticosueleserrico enretículoendoplasmáticorugosoy en
• ribosomaslibres. En las primeras fases del enquistamiento,los ribosomas se
u

encuentranen estado polisomal (Matsusaka,1979), los cuales pasan a estado
• monosomala medidaquela célula va alcanzandoel estadocriptobióticodefinitivo.
• Por otro lado,sehan observadoorganizacionesparacristalinasde ribosomas en el
u citoplasma quistico (Grimes, 1973; Matsusaka, 1976; Wallcer et al, 1975),u
• probablementedebido al elevado grado de deshidrataciónalcanzadoduranteel
• enquistamiento.

• Otra característicaa destacarson las vacuolasalimenticias, las cualesson
u numerosasenel estadovegetativoy desapareceno disminuyenenel enquistamiento.

• Lo cual seha observadoen el ciliado Colpoda steinhi (Tibbs, 1968).
• En cuantoa la actividad lisosomal,cabedecir, que es muy elevadaen este

procesodediferenciación.La actividadautofágicacomienzaenetapastempranasdel

enquistamientoy va disminuyendoa medidaque esteavanza.El contenidoqueu
• presentanestos autofagosomases diverso: mitocondrias,ribosomas,membranas,
• porcionescitoplasmáticasetc.(Grimes,1973;GutiérrezandPérez-Silva,1983;Holt and
u

Chapman,1971;Matsusaka,1976;Walker et al., 1980). La elevada actividad
• autofagosómicaestáen conexióncon procesoslíticos o degradativosque ocurren
e durante este proceso de diferenciación celular, lo cual puedeproporcionar los
• elementosy la energíanecesariaparala formacióndelquiste de resistencia,ya que
u

el enquistamiento se desarrollaen condiciones de ausenciade alguna fuente
• nutricional exógena.
• Encélulasenquistándose,tambiénesfrecuenteencontrarcuerposde inclusión
u y materialesde reservacomoglucógenoy lípidos (GutiérrezandPérez-Silva,1983;
e
• Janisch,1980;Veri et al., 1984;Walker andMaugel,1980).Estosmateriales,podrían
u serusadosporla céluladuranteel exquistamientoparainiciar la actividadmetabólica
u
u
u 3
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u
• antesde la rupturade la pared quistica.Otra consecuenciade la deshidratación
u celular es la presencia,a veces, de cuerposparacristalinos,probablementede
u

naturalezaproteica,tanto libres en el citoplasma,comoincluidos enel macronúcleo
• (Dallai et al., 1985;GutiérrezandPérez-Silva,1983).
• En general,el citoplasmaprequisticoesrico enpolirribosomaslo quepodría
u

suponerla existenciade transcripciones.El enquistamiento,de hecho,puedeser
• bloqueadoutilizando inhibidoresde la transcripción(actinomicinaD), lo que indica
e la importanciade la síntesisde ARNm en esteprocesode diferenciación(Benítez,
u 1990; Gutiérrezet al., 1981;MatsusakaandKimura,1981;RuthmannandKuck, 1985).
u EnHistriculusmuscorum(MatsusakaandKimura,1981),la inhibiciónporactinomicina

• 0, solamentese produceen las primerasfasesdel enquistamientoy no en fases
• tardías.Por lo que,algunosautores(Matsusaka,1979; MatsusakaandKimura, 1981)
u señalanque las células prequisticasson transcripcionalmenteactivas, pero dichau

actividad va disminuyendohasta anularsecompletamenteen etapastardíasdel
• procesode criptobiosis.En relacióncon ésto, se hanrealizadoestudiosen Colpoda

• fn/Zata (Gutiérrez et al., 1990) usando precursoresradiactivos (Uridina-H3) en
u experimentosde pulso y caza,con aislamientoposteriory detecciónelectroforética-u
• fluorográfica de los nuevos tránscritos. Los resultadosobtenidos, revelaron la
u apariciónde nuevostráriscritosen lasfasestempranasdel enquistamientode dicho

ciliado. Por tanto, la transcripción es necesaria para el enquistamiento,yu
• principalmenteocurreenlasprimerasetapasdelmismo.El primerestudiomolecular,
e en relacióncon la identificación de tránscritosespecíficosde enquistamiento,seha

• realizadoen Colpoda inflata (Benítez, 1995), y los principalesresultadosobtenidos,
muestranquelas poblacionesde ADNbc sintetizadosa partir de diferentesestadosu

• prequisticos, de vegetativosy de quistes de resistenciamuestranuna elevada
u similitud, lo que podría indicar que se originan pocos tránscritosespecíficosde
• enquistamiento.
u
u La utilizaciónde inhibidoresde la biosíntesisproteicacomola cicloheximida,
• puromicina, cloranfenicol y fluorofenilalanina,retrasano bloqueanigualmenteel
u enquistamiento,aunqueello, a veces,dependedel momentoen queeranaplicados

(Giese, 1973; Gutiérrezet al., 1981; Matsusaka,1979; Ruthmannand Kuck, 1985;u Yonezawa,1985).Estabiosíntesisproteicapareceseresencialenlasprimerasfasesdel
• enquistamiento(Matsusaka,1979). Tambiénse ha observadouna disminucióndel
• contenidototalproteicodurantedichoproceso(SendoandMatsusaka,1982;Tibbsand
u

Marshall, 1970), lo que puede estar en relación con la elevada actividad
• autofagosómicaqueexiste en el enquistamiento.Se ha demostrado(Gutiérrezand
u
u
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u
• Martín-González,1990) la existenciade un recambioproteicoqueproporcionaríalos

• aminoácidosnecesariospara la síntesisde nuevospolipéptidosa partir de la lisise
controladade proteinas.Muchasde estasproteinasexperimentanglucosilación,ya

u quedicho procesotienemuchaimportanciaen la formaciónde los precursoresde
• paredquistica(BussersandJeuniaux,1974; Calvoet al., 1983;Gutiérrezet al., 1984;
u

Matsusakaand Hongo, 1984). En Colpoda fn/Zata (Benítez et al., 1991), utilizando
• inhibidores de la glucosilaciónde proteinascomo la tunicamicina,se bloqueael
• procesodeenquistamiento.Otrosinhibidoresdelprocesodeglucosilacióncomola 1-

deoxynojirimicina,no bloqueael enquistamientoperoinducela formaciónde quistesu
estructuralmenteanómalos.

u La glucosilaciónproteica,por consiguiente,esun procesobiosintéticoesencialenel
procesode enquistamientode muchosciliados.

e
Respectoa la síntesis de ADN, podemosdecir, que en generalno está

• involucradaenel enquistamiento.Experimentosutilizandoinhibidoresde la síntesis
u de ADN (5 fluoro-desoxiuridina,hidroxiurea),mostraronque el enquistamientoes
u independientedesíntesisdeADN (Gutiérrezet al., 1981;RuthmannandKuck, 1985).
u A lo largo del enquistamiento,la célula experimentacambios corticalesy
• nucleares(Martín-Gonzálezet al., 1991).Conrespectoa los cambiosenel corticotipo,
u la célula comienzaa redondearsey la infraciliaciónoral puedeser reabsorbida.Los

u ciliados experimentandistintos grados de reabsorcióno degeneraciónde lasu
estructurascorticales (cirros o cilios) y en función de esto, se han establecido

• diferentesgrupos.Walkery Maugel(1976),establecierondosgrupos:KR (Kinetosome
• resorbingcysts)o ciliadosconquistesendondela ciliación corticale infraciliaciónes
e
• completamentereabsorviday NKR (NonKinetosomeResorbingCysts)o ciliadoscon
• quistesen dondesemantienecompletala diiacióne infraciliación.
u Se ha observadola existenciade quistesde resistenciacon características
u intermedias,sin quepor ello puedanincluirse en ningunode los gruposcitados
u

anteriormente(Delgadoet al., 1987; Grim and Manganaro,1985; Bios et al., 1985;
• WalkerandHoffman, 1985).Esteproblemaseha solucionadoconla inclusiónde un
• nuevogrupo, denominadoPKR (PartialKinetosomeResorbingCysts),quedesigna
u a los ciliados que experimentanuna parcial reabsorciónde su corticotipo,u

manteniendoen el quiste maduro algunos elementosde infraciliación (Martín-
• Gonzálezet al., 1991; 1992). Tantoparalos quistesde resistenciaKR comolos PKR,
• el ciliado debe de recuperar,durante el exquistamiento,su original corticotipo
u
• vegetativoqueha perdidototalmente(KR) o parcialmente(PKR).
• El enquistamientode ciliados,conducea la aperturade genesespecíficosde
u
u
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• enquistamientoy al cierrede genesimplicadosenel ciclo crecimiento-divisiónde la
e célula.La pérdidagradualde aguaintracelularpuedeinactivar lasprincipalesviasu
• metabólicas,incrementarla densidadeinducirempaquetamientosdeorgánulos.Todo
u estoimplica,quelos procesosbiosintéticosnecesariosparala consecucióndelestado
• criptobiótico,tenganlugar en las primerasetapasdel enquistamiento,antesde que
u la deshidratacióncelularconllevea la inactividadmetabólica(Gutiérrezet al., 1990).
• El procesodeenquistamientodeciliadosesesencialmenteunsistemaendógeno
• o un sistemacerrado,el cual dependeúnicamentedel material endógenopara la

formación de todos los elementosnecesariospara la formación del quiste de
u

resistencia(Martín-Gonzálezet al., 1991).
u
u
u
u 2. SISTEMA NUCLEAR EN CILIADOS. CARACTERÍSTICAS GENERALES
u
• A nivel nuclear, la principal característicade los ciliados es su dualismoo

dimorfismonuclear. Lo cual consiste,en que en la mismacélula se presentandos
u• tipos distintosdenúcleos:uno grande(macronúcleo)y otropequeño(micronúcleo).
• El númerode cadauno de ellos puedevariar segúnla especie.
u
e 2.1. El Micronúcleoe
e
• El micronúcleo,es el núcleogerminal de la célula. Es diploide y se divide

mitóticamenteduranteel crecimientovegetativo.La mitosismicronuclearenciliadose
• respondeaunavariantede la denominadaortomitosisintranuclearcerrada(Raikov,
• 1982), en la que se pueden presentar centros de organización microtubular
• intranucleareso no.

• El númerodemicronúcleosen la célulapuedevariar;desdeunmínimodeunoe
e por célula (comoenTetrahymenathennophflao Colpoda fn/Zata),hastaun máximode 20
• ó más(como en algunasespeciesdel géneroUrostyla).
• El micronúcleo,comonúcleogerminal,sufremeiosisdurantela conjugación.

Al micronúcleosele consideratranscripcionalmenteinactivo duranteel crecimientoe
• vegetativo,aunquealgunosautores(Ammermann,1970; Ng, 1986; 1988) consideran
• quealgunosgenesmicronudearespuedanser expresadosduranteel ciclo celulary
• algunosprocesosde diferenciación.
u Una pequeña cantidad de síntesis de ARN ha sido detectada
u autoradiográficamenteen el micronúcleode algunosciliados: Stylonychia mytilus
u
u
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• (Ammermann,1970),Tetrahymenapir~formis (Murti andPrescott,1970) y Paramecium

caudatum (Pasternak,1967; RaoandPrescott,1967). En Parameciumsp. y Tetrahymena
u
• sp.,la síntesisde ARN fuédetectadasolamenteduranteuncortoperiodode la síntesis
• de ADN micronuclear(Prescott,1994). En un estudiomásextenso(Gorovskyand
u Woodard, 1969), no se llegó a encontrar evidenciasde síntesis de ARN en el
u micronúcleode Tetrahymenapyrff’ormis. Algunos autores(Allito and Karrer, 1983;
• Kaney andSpeare,1983) creenque, el micronúcleono presentaun silencio génico

• total, ya quela eliminaciónexperimentaldelmicronúcleoenvariosciliados,provocó
u una disminución de la tasa de reproducción,o rindió células incapacespara ele

crecimientovegetativo,con la consiguientemortalidadcelular. Lo que,segúnestos
• autores, el micronúcleopodría contribuir, quizá expresandounos pocos genes

• específicosy ausentesen el macronúcleo,enel crecimientovegetativo.
u Esta idea, parece estar en contradicción con el hecho de que ciliados

• amicronucleados, creados experimentalmente,por eliminación micronuclear
u (Ammermann,1970; Ng, 1986) puedensobreviviry proliferar en unatasanormale
• incluso llevar a cabo el ciclo enquistamiento-exquistamiento.Algunos ejemplos,
u
u podemosencontrarlosen Tetrahyrnena(Elliot, 1973),Stylonychia(Ammermannet al.,
• 1989),Oxytriclza,Paraurostylaetc. (Prescott,1994).
• SegúnNg (1986),quizáenlas célulasviablesamicronucleadas,unospocosgenesque

estánpresentesnormalmenteenel micronúcleo,y seannecesariosparael crecimientoe
• vegetativo,puedanestarpresentesenel macronúcleo.Lo cualpodríaocurrir durante
• el desarrollodelmacronúcleoa partir del micronúcleodurantela conjugación.
u
e

2.2. El Macronúcleo
e
• El macronúcleode ciliados,esel núcleosomáticode la célula y espoliploide

o poligénico.Sunúmero,puedevariar. En la mayoríade las especiescon múltiplesu
• macronúdeos,la fusiónde los mismos,ocurrejustoantesdela divisiónmacronuclear.
• Los cromosomasno sonvisiblesenel macronúcleoendivisióny el mecanismo
• de divisiónnuclearquepresentaestenúcleosomático,sedenominaamitosis.Éstees
u un mecanismoimprecisoenlo queserefiereal repartodematerialgenéticoentrelose
• macronúcleoshijos (Prescott,1994).

u
u
e
e
u
u
u
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e
• 2.3. Estructuramoleculary cromatínica del Micronúcleo y del Macronúcleo
u
u

La cromatinadelmicronúcleovegetativo,seencuentraorganizadaenuniformes
• y densospaquetes,asemejándosea la cromatinadeunacélulaespermática(Prescott,
• 1994).La envueltamicronuclear,presentalos típicosporosdelosnúcleoseucarióticos.
u

La cromatinamacronuclear,sepresenta,frecuentemente,enformadediscretas
• agrupacioñesde material condensado,las cualesson conocidascomo “pequeños
• cuerpos”.Sondeformairregulary tienenun tamañopromediode0,1-0,2pm (Raikov,

u 1982; 1995).
A diferenciadel micronúcleo,queno presentanucleolos,el Ma puedeteneru

u numerososnucleolos,un único nucleolopor masamacronuclear(como en Dileptus

• anser)o un nucleolocompuesto,comoenespeciesdel géneroGolpoda (Railcov, 1982;
u

1995). La membranao envuelta macronucleares la clásica estructurade doble
membranaconporoscomplejos.

u Comoen la mayoríade los eucariotasel ADN macronucleary micronuclear,
• estáorganizadoen nucleosomas(Butíer et al., 1984; Gorovsky and Keevert, 1975;
u Lawn et al, 1978;Lipps andMorris, 1977).La distanciainternucleosomalesmayoren
• la cromatinamacronuclearqueen la micronuclear,lo que podríareflejar la mayor

• compactacióncromatínicamicronucleary la ausenciadeactividadtranscripcional.El
• ADN queconstituyela unidadnucleosomal,presentaunalongitud típica de 143 pbe
• (Giri andGorovsky,1980;Lawn et al, 1978;Lipps andMorris, 1977;WadaandSpear,
• 1980).
• Al serla estructuray función del macronucleoy del micronucleodiferentes,

estas diferencias quedanigualmentereflejadasen su ADN genómico. Estudiosu
• genéticosen diferentesciliados; Tetrahymena(Bruns, 1986),Paramecium(Preer,1986)
• y Euplotes crassus (Baird and Klobutcher, 1988) han mostrado que los genes
• micronucleares están presentes como copias únicas por genoma haploide
e micronuclear.Así, por ejemplo;los genesmicronuclearescodificantesparaARNr, en
• Tetrahymena,estánpresentes,comouna única copia (Yao and Galí, 1977; Yao et al.,

• 1985).
El macronucleode ciliados,como ya seha comentadoantesespoliploide,sie

• bien,este términono esdel todocorrecto,ya queel genomamacronudear,no esuna
e versión múltiple del genomatotal micronuclear,por lo que tambiénse puede
• denominarpoligénico.En Tetrahymenatherinophila,deun 10 al 20% de las secuencias
u

micronucleares,soneliminadasen el esbozomacronuclear(HowardandBlackburn,
e 1985; Iwamuraet al., 1979; Yao andGall, 1979; Yao andGorovsky,1974). Su ADN
u
u
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u
• micronucleartiene un elevado pesomolecular. La fragmentación(en el esbozo
u

macronuclear),producemás de 200 moléculas de ADN subcromosómicas,con
intervalosde tamañoentre100 y 1.800 Kb, con un tamañomediomolecularde 800

• Kb (AltschulerandYao, 1985;Conoverand Brunk, 1986).

• Durantela formacióndelMa apartir del Mi, en la conjugación,la copia única
u micronuclearde ADNr seexcindey seduplicaoriginandounpalíndromo(molécula

• lineal condoscopiasinvertidasquecodificaparalos distintosgenesribosómicos)de
• 21 Kb. (KarrerandGall, 1976). Estamoléculaasíprocesadaseamplifica enel nuevo

macronucleohastaalcanzarunas9.000copiasdeestamoléculao 18.000copiasde lose
• genesribosómicos(Karrer andGalí, 1976).
• EnParamecium,lasmoléculassubcromosómicas,presentanunrangodetamaño

• entre100 y 800 Kb, conun tamañomediomolecularde450 Kb (Phanet al., 1989).Ele ADNr no es palindrómicocomo en Tetrahymenay presentauna longitud variable
• (Findly andGalí, 1980).

• En ciliados hipotricos, el micronúcleo, igualmente,presentamoléculasde
• elevadopesomoléculary tamaño.Esto contrastacon el tamañode las moléculase macronuclearesquepresentaestegrupode ciliados.
• Comparativamente,el bajo peso molecular del ADN macronuclearen

• hipotricos,fue ixtcialmentedescubiertoen especiesdel géneroOxytricha mediante
u

microscopiaelectrónica(Prescottet al., 1994).Las moléculasobservadassonlineales
• y la mayoríade ellastienenun rangodetamañoentre400y 3.700pb, conuntamaño

• mediode2.200 pb paraOxytrichaspsy O. novay de1.836pb paraFuplotesaediculatus.

• Stylonychiapustulata,presentaun tamañomediode2.514pb (Prescott,1994;Swanton
u

et al., 1980). En O. nova, el ADN ribosómico estápresenteen 100.000copiaspor
• macronúcleoencomparaciónconel presentadopor otros genesmacronucleares(950
• copiasde promedio)(Swantonet al., 1980). Comoseha especificadoanteriormente,
e el genomamacronuclearde los hipotricosestáconstituidopor moléculasde tamañoe
• génico,y cadaunade ellasconstituye,por consiguiente,unaunidadtranscripcional

• (Prescott,1994; Raikov,1995).
• Las característicasde lasmoléculasde ADN macronuclearenotrosgruposde
u

ciliados,quehansido estudiadosson;en el heterotricoStentorcoeruleus(Pelvatand
• Haller, 1976), se componede moléculassubcromosómicasde tamañovariable, su
• determinaciónpor centrifugaciónengradientede sacarosamuestraun rangode 7,5
• a 60 Kb, mientrasquepor microscopfaelectrónicaesterangoseha estimadoen45 a
u

75 Kb. En dos ciliados cirtofóridos (Trithigmostoma y Chilodoneflasps.), el rango de
• tamañode lasmoléculasmacronudearessehaestimadoelectroforéticamenteen0,35
u
u
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u
• a 75 Kb, con un tamañopromediode 4 Kb. En esasdosespeciesel ADNr presenta
u un tamaño aproximado de 15,5 Kb (Lahlafi and Méténier, 1991; Méténier and
u Hufschmid,1988).

u
u

3. NÚCLEOSY ENOUISTAMIENTOu
u
• 3.1. Cambios Cromatínicos
u
u

Los cambiosnuclearesmásllamativos duranteel enquistamiento,serefieren
• al macronúcleo.Muchosciliadosconvariasmasasmacronucleares,sefusionanenuna
u solamasamacronuclearquistica,duranteel procesodeenquistamiento(Grimes,1973;

u Gutiérrez,1985;GutiérrezandPérez-Silva,1983;MatsusakaandKimura,1981;Walkeru
et al.,1975; 1980; Weyer, 1930). En otros ciliados, comoPleurotricha sp. (Matsusaka,

u 1976) o Diophrys scutum (Walker and Maugel; 1980), por el contrario, no se ha
• observadofusiónmacronuclearduranteel enquistamiento.La fusiónmacronuclear,
u

implica la existenciade una elevadacondensacióncromatínica y probablemente
• inactividadgénica.

u El gradodecondensacióncromatíica,fue calculadopor el métododebandeo
u C y posteriorcuantificaciónmicroespectrofotométrica,en el ciliado Gastrostylasteinii
u• (Gutiérrez, 1985). Los resultadosobtenidos de este estudio, indican que la
• condensaciónmacronuclearquistica,esaproximadamenteel doblequela existenteen

• unaúnica masamacronuclearvegetativa.
u A nivel ultrastructural,estacondensación,implicaríala apariciónde grandesu
• cuerpos cromatínicos. Estudios en Bursaria truncatella, utilizando la técnica de
u dispersión cromatínica, mostraron que la cromatina macronuclear
• transcripcionalmenteinactiva, estabaorganizadaen grandesgránulos cromáticos
u conectadospor fibras nucleosomales(Martinkina et al., 1983). En la fase de
• crecimientodel ciliado, la mayorpartede la cromatinamacronuclearseencuentra

• descompactaday dichacromatinaestranscripcionalmenteactiva.Por el contrario,en
u quistes de resistencia, la cromatina macronuclearquistica, está constituyendou
• compactosagregados,los cualespuedenser descondensadosutilizandoun tampón

u de bajafuerzaiónica (Tilchonenkoet al., 1984).
• En B. truncatellay B. ovata(SergejevaandBobyleva,1988),seobservóquela cromatina

macronuclearquística se compactaen formacionespoligonales(hexagonales)queu
• fuerondenominadaslamelashexagonales.Estasformacionescristalinashexagonales,
u
u
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u
u representana la cromatinatranscripcionalmenteinactiva, y por lo tanto, altamente

• condensada.
En Bursaria ovata (Sergejevaand Bobyleva, 1995) y B. truncatella (Sergejevau

• 1977),sehanobservadofenómenosdepoliteniaen la cromatinamacronuclear.Haces

• de fibras forman estructuraspolinémicas locales a lo largo de la cromatina
u macronuclear.Sin embargo,estos autoresconsideranque no sería una politenia
u

clásica,como la que presentanlos hipotricos en el esbozomacronuclear(Prescott,
• 1994; Raikov., 1995) o la de los cromosomaspoliténicos de muchosdípteros,y
• tampocosimilar a la oligotenia presenteen los cromosomasde algunasplantas
u

(SergejevaandBobyleva,1995).La polinemialocal encontradaenel macronúcleode
E. ovata, constituyed primer caso que se ha podido observar,en ciliados, por

u microscopiaelectrónica.
u Respectoa los nucleolosmacronuclearessepuedeobservarenalgunosciliados,
u

tanto una disminución en el tamaño como un cambio de forma durante el
• enquistamiento(Grimes,1973;MatsusakaandKimura, 1981; Walkeret al., 1980).En
• Paramecium,susmúltiplesnucleolos,sefusionancuandoel ciliado estáen inanición,

u formando masasvacuolizadas(Raikov, 1982). Cuando el ciliado es alimentado
diariamente,la ultrastructurade su macronúcleo,experimentacambios cíclicos,u

u debidoa la fusión temporalde suspequeñosnucleolos,en complejosreticulares.La
• morfologíadel nucleolopuedecambiardebido al estadofisiológico del ciliado. En
u

Tetrahymena,los pequeñosnucleolostípicosde la faseexponencial,sefusionanpara
formar grandesagregadosdurantela faseestacionaria,cuandolas condicionesdel

u medio de cultivo son deficientes,y siempreduranteun corto periodode tiempo
• (Raikov, 1982).
u
u
• 3.2. Cuerpos de Extrusión
u
u Durantela divisióny el enquistamientodealgunosciliados,puedeocurrir unau
• pérdidade ADN macronuclearen forma de cuerposde extrusión(Frenkel, 1980;
• Martín-Gonzálezet al., 1991; Moratet al., 1981;), asípor ejemploen los colpódidos:
• Colpodamaupasí, C. fn/Zata (Martín-Gonzálezet al., 1991), C. steinii (Frenkel, 1980),
u

Tillina magna(Beers,1946;Frenlcel,1992),T. cana«feray Bresslauasp. (Burt et al., 1941).
• La pérdidade ADN macronuclear,debedeestaraltamentecontroladapor la
u célula, ya que el ciliado debeconservar,al menos,algunascopias intactasde su
u

genoma poliploide para mantener la viabilidad y el fenotipo después del
• exquistamiento.Lo cual,sehapodidocomprobarenDileptusanserconrespectoal tipo
u
u
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• sexualo conjuganteque presentael ciliado antesde enquistarse,que semantiene
• intactoduranteel cido enquistamiento-exquistamiento(Afon’kin andSkovorodlcin,
e
• 1987).
u En el quiste dedivisiónde Colpodafn/Zata (Martín-Gonzálezet al., 1991), cada

• célula del mismo (2 ó 4 por quiste de división) sufre un procesode extrusión
u cromatíica macronuclear,esta masa cromatínica macronuclear extruida es,
• generalmente,de menor tamañoqueel propiomacronucleode dondederiva. Estos
• cuerposde extrusióncondensansucromatinay degeneranrápidamente.Todo este
u procesosueleser sincrónicoen todaslas célulasdel quiste de división.u En estemismo ciliado (Martín-Gonzálezet al.. 1991), al igual que en otros
u colpódidos(Beers,1946;Burt etal ., 1941;Freni=el,1992;KidderandClaff, 1938;Morat
u et al., 1981), tambiénseda extrusióncromatínicaduranteel enquistamiento.Según

u la cinéticadeenquistamientoenesteciliado (Benítezet al., 1994; Martín-Gonzálezetu
• al., 1991),el cuerpode extrusiónapareceen la segundafaseprequisticaentrelas 40
• y 60 horasdespuésde iniciadoel enquistamiento.El cuerpodeextrusiónrepresenta

• aproximadamente1/3 del volumen macronuclearen C. fn/Zata, su cromatina
u macronuclearsecondensay posteriormentedesaparece.u
• En C. cucullus(Morat et al., 1981)seha observadola existenciadeunarelación
• entre el contenidode ADN del cuerpo de extrusión y el volumen de la célula
u

prequistica.Lo cual estaríaen consonanciacon la ideade quela pérdidade ADN
macronuclearporestemecanismo(eliminacióndecromatinaporformacióndelcuerpo

u deextrusión),suponeunaforma demantenerconstanteel valordel cocjentenucleo-
• citoplasmáticocelular.
u
u
u
• 4. LA METILACIÓN COMO MECANISMO REGULADOR DE LA EXPRESIÓN
u GÉNICA EN EUCARIOTAS

.

u
u
u En célulaseucariotas,la regulaciónde la expresióngénicasepuedeejercera
• distintos nivelesy por diferentesmecanismos.Algunos de los másimportantesse

resumenen la Tabla-I. En dicha tabla, semuestraqueuno de los mecanismosqueu
• puederegularla expresióndeun geneucariotaesla metilacióndebases.Esteseráel
• únicomecanismoqueexpondremosaquí,enla introducción,ya queesdetodosellos,
• el único queincide en el trabajoquesepresentasobreColpoda fn/Zata.
u
u
u
u
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Tabla-I: Nivelesy mecanismosimplicadosenla regulacióndela expresióngénicadecélulaseucariotas.

$ Y bacnasúo :.

ESTRUCTURADEL AUN

1. Recombinaciénde genesportransposicióna

nuevospromotores.

2. MedIacióndelADN.
3. Amplificacióngénica.

4. Genesfusionados.

TRANScRIPCIÓN

1. Represióny activacióndepromotores.

2. Intensificadores.

3 Alternanciadepromotores.
4. UtilizacióncoiMuntade los anteriores(1,2 y 3).

l’oSTRANSCRIPCIONAI.~.>

1. Controldela traducciónenbasealas

característicasestructuralesdel ARNm.

2. Controlde la abundanciadelARNm enbasea las
diferentesproporcionesdedegradación

POSTRADUccIONAL~

1. Controlde la actividadenzimática<mecanismos
alostéricos>.

2. Control de la abundanciade laproteinaenbasea
los diferentesnivelesdedegradación.

<*» Estosmecanismosdecontroí tambiénestAnpresentesenprocariotas.

En microorganismoseucariotaslas basesmetilables puedenser, tanto la

adeninacomola citosina,al igual queocurreenprocariotasy a diferenciade lo que
ocurreen eucariotasmulticelulares,en dondela citosinaes la única basemetilable
(Chomet,1991; RazinandCedar,1991; Salvini et al., 1984).En procariotastodos los

lugaresmetilablessuelenestarmetilados,mientrasque en eucariotasestoslugares
puedenono estarmetilados.En célulasdemamíferos,del3-6% de lascitosinasestán
metiladasenlas denominadas“islas” CpG, queson secuenciasen dondeestasdos

paresde basesserepitencierto númerode veces(Chomet,1991).
Algunas de las funcionesquesehanatribuidoa la metilacióndel ADN son:

el protegerlode la acciónde lasendonucleasasderestricción(fundamentalementeen

procariotas),intervenirenel comienzode la replicaciónenel cromosomabacteriano,
en la latenciaviral, en incrementarlasposibilidadesdemutacióny recombinaciónde

unasecuencia,en los cambiosde configuracióndelADN, juntocon lasinteracciones
ADN-proteina. Pero de todas ellas, la que más ha atraído la atención de los
investigadoreses la función en la regulaciónde la expresióngénica en células
eucariotas(Bird, 1984;Cedar,1988;Chomet,1991;Doerfier, 1983;Doerfieret al., 1990;
RazinandCedar,1991; RazinandRiggs,1980).
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• Enesteapartado,comentaremostantola mediacióncomoinductordecambios
e

estructuralesen el ADN comosu implicaciónenla aperturay cierrede genes.
• Conrespectoa la interacciónde la metilacióncon la estructuradel ADN, lo
• que,actualmente,seconocelo podríamosresumiren los siguientespuntos:
e
u

1.- Un ADN mediadopresentauna configuración que es más insensiblea la
e actividadde la DNasa-I,mientrasqueun ADN no metiladosepresentacomo
• mássensiblea la digestiónconestaenzima(Chomet,1991).Existe,igualmente,

unacorrelaciónentreunamayorsensibilidada la DNasa-Iy la ausenciade lau
histonaHl. Estoshechos,hanservidoparaquesepiensequela metilacióndel

u ADN podría favorecerla condensacióncromatíica,y por lo tanto, incidir así

en la expresiónde los genes.
u
u
• 2.- La estabilizacióndelcambioconformocionaldesdela forma B deADN aotras
• formas,talescomo;estructuracruciforme,ADN curvado,ADN trihelicoidalo
• la forma Z de ADN, pareceque se establecepor metilaciónde la citosina

e (Zacharias,1993).u
u
• 3.- Por otro lado, lugares hipersensiblesa la DNasa-I que están libres de

nucleosomasy quesontranscripcionalmenteactivos,presentanconfiguraciónu
• Z. Lo cual seha podidodetectartantoenel macronúcleodel ciliado hipotrico
• Stylonychiacomo en los cromosomaspoliténicosde Drosophula (Hergersberg,
u 1991; Keshetet al., 1986).
u
e
u
• Estossonalgunosde los principalesdatossobrecómola metilacióndelADN
u

puedeinfluenciarensuestructura,y de lo quesededucela falta aúnde información
u suficientequenos reveleel cómouna simplemetilaciónde basesen determinadas
u secuenciaspuedealterartansustancialmentela configuraciónmoleculardel ADN y
• probablemente,su capacidadde ser transcrito.

El segundoaspectoqueaquí nos interesacomentar,en tornoa la metilación,u
• es su capacidadde regular la expresiónde un gen, o lo que es lo mismo, su
u transcripción. La idea generaladmitida actualmentese puede resumir, como la
• existenciade una correlaciónentrela metilaciónde determinadassecuenciasy la
u inactivación de los genes posterioresa esa secuencia,y por otro lado, una
• desmetilaciónde esa secuenciaimplicaría la activación o aperturade esosgenes
u
u
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u

(Cedar, 1988; Chomet, 1991; Doerfier et al., 1990; Razin and Cedar, 1991).

Generalmente,dentro de este modelo aceptadocomo explicación del binomioe
• “metilación-expresióngénica”,lassecuenciasmetilablesselocalizaríanenel extremo
• 5’ delgenafectadopor la metilación,lo quecorresponderíaa secuenciaspromotoras.

Por consiguiente,seriaposiblepensarqueciertasproteínasreguladoras(factoresdee
• transcripción)podríanverreducidassuscapacidadesde interacciónconla secuencia
• promotora,al estaréstametilada.Es posible,por lo tanto,queciertaclasedeproteinas
• reguladorasseandirectamenteafectadasporla metilaciónde la secuencianucleotidica
e

conla queinteraccionan(Chomet,1991). Existendiversosexperimentos,en sistemas
• eucariotas,queavalanel modeloanteriormenteexpuesto(RazinandCedar,1991).

u Todo lo anteriormenteexpresadoserefiereexclusivamentea la mediaciónde
• residuosde citosina,que ocurre (en eucariotas)predominantementeen secuencias
u
• CpG. Estassecuencias,o gruposde ellas, sepuedenencontraren regionescercanas
• al extremo5’, la secuenciapromotorao la secuencialider delgen(Cedar,1988;Razin
• andCedar,1991).
• El mecanismode metilación del ADN, aún poco conocido,es una etapau
• postreplicativatempranaenla queintervienela ADN metiltransferasa;la hebrarecién

e sintetizadaes metilada, siguiendoel mismo patrón de metilación que las hebras
• parentales.De estemodo, el patrón de metilaciónde un tipo celular concretose

transmiteymantienedegeneraciónengeneración.Asi mismo,la replicacióndelADNu
• deberíaserun requisitoprevioparamodificarel patróndemetilaciónde unacélula,
• aunqueéstono siempreesasí,fundamentalmenteen lo relativoa la desmetilaciónde

• secuencias(Chomet,1991;Doerfler et al., 1990).u
• ¿Sepodríadarmediaciónsin replicaciónpreviadelADN? Estapreguntaaún
• no estácompletamenteresuelta.Aunque existenmetiltransferasasprocariotasque
u podríanmetilar ADNbc sin previareplicación(Noyer-WeidnerandTratner,1993) y
u

por lo tanto con un mecanismodiferente a las llamadas metiltransferasasde
• “mantenimiento”.Además,existeunhechoexperimental,sobreel gende la timidina
• quinasadel virus Herpessimplex 1 (HSV-tk) (GraessmannandGraessmann,1993),

quedemuestrala existenciademetilaciónantesdequeocurrala replicacióndelADN.
u

Por consiguiente,y al igual que se ha pensadopara el mecanismode
• desmetilación,se podría distinguir dos posibles caminos de mediaciónde una
• secuenciadeADN; la pasivao postreplicativay la activa,queno involucrareplicación

• deADN. El mecanismobioquímicode la desmetilacióndeunamoléculadeADN, aúnu más desconocidoque la mediación, se puede desarrollar tanto pasivamente,

• inhibiéndosela acción de la metiltransferasapostreplicativamentey obteniéndose,en
u
u
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una primera vuelta, una molécula hemimetiladao semimetilada(una sóla hebra
mantiene el patrón de metilación parental) y en una segundavuelta, un ADN

e
• completamentedesmetilado,cómoactivamentesin replicacióndelADN (Graessmann
u and Graessmann,1993).
• Existen una serie de drogas,análogosestructuralesde bases,que han sido

extensamenteutilizadasentrabajosrelativosala dilucidacióndelbinomio“metilaciónu
de citosina-expresióngénica”.Una de las másutilizadasha sido la 5-azacitidina(5-

• azaC)(RazinandCedar,1991),queal incorporarseal ADN durantela replicaciónen
lugarde la citosina,hacequela ADN-citosina-metiltransferasano puedametilarsobre
el análogoya que tiene unamolécula de nitrógenoen lugar de un carbonoen lau

u posición-5. Este efectoesreversibley se mantienesiemprey cuandola drogaesté
• presentey seincorporeal ADN replicándose.Unageneracióncelularenpresenciade

la 5-azaC es suficiente para producir una considerableproporción de ADNu
hemimetiladoo semimetilado(Razin andCedar, 1991). Un esquemaresumendel

u mecanismode desmetilaciónpor la 5-azaCsemuestraen la Fig.2.
• Puesbién, en diversossistemasvivos eucariotas,esteagentedesmetilante(5-azaC)
u
• puededesbloquearla transcripciónde algunosgenes,queestabansilenciadospor
• metilación(Cedar,1988; Chomet,1991; Doerfier, 1983; Hergersberg,1991;Jonesand

• Taylor, 1980; Santiet al., 1983; Taylor et al., 1984), lo cual, a veces,inducea quela

u célula pasede un estadodiferenciadoa otro.u
u
• 4.1. Metilación en procesosde diferenciación microbiana eucariota
u

En el presente apartado nos limitaremos a procesos de diferenciaciónu
microbiana eucariota que involucran la formación de estadoscriptobióticos o

• similares,y su relacióncon la metilacióndel ADN.
• Es igualmente necesario indicar, que son muy escasoslos estudios en
e
• microorganismoseucariotasqueanalizanlos cambiosen el patróndemetilacióndel
• ADN genómicoduranteprocesosde diferenciación,en general,y criptobióticos,en
• particular.Los datosexistentesquepodemoscomentarserefierenbásicamenteados
• especiesdel géneroPhysarum(hongomixomiceto)duranteel procesodenominadou
• esporulación(enquistamiento)y/o esferulación.

u En P. /Zavicomum(Zhu andHenney,1990),se ha detectadodesmetilaciónde
• residuosdecitosinaduranteel enquistamiento,juntoconunincrementodemediación
u en residuos de adeninaduranteel mismo proceso.El resto de la informaciónu
• publicadaserefiere a la especieP. polycephalum.Por un lado, Hildebrandt(1986),
e
u
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• utilizandoinhibidoresde la metilaciónconsiguebloquearel procesodeesporulación,
u

y segúnesteautor,el ADN debesermetilado,a nivel deresiduosdecitosina,durante
• un periodocrítico unavez inducidoel proceso.
u Otro tipo de estudios,involucran genesespecíficosde esporulacióny/o
u esferulaciónde P. policephalum.Así, por ejemplo,MagieraandFronl< (1994),piensan
e

que existe una minoría de genesde esferulaciónque están sujetos a metilación
• diferencial. Analizandoel gen concretodenominadoesferulina-4,indican que la
e metilación de dicho gen lleva consigo su activación transcripcional. Telle and
• Hildebrandt (1992), trabajandoen el mismo microorganismo,señalanla falta de

evidenciasquerespaldenla existenciadecambiosenel patróndemetilacióndegenese
u específicosde esporulación.
• De todaestainformación,aunqueenalgunosaspectoscontradictoria,podemos
u concluir que en el proceso de formación de esporasy/o esférulas del génerou
• Physarum,tantosepuededar desmetilaciómcomomediacióndedeterminadosgenes
u duranteel mismoproceso.
• En protozoosciliados,metilación/desmetilacióny criptobiosisesun temade
e

estudioqueaúnno ha sidodesarrolladoenprofundidad,y los únicosresultadosque
• actualmenteexistenson los que se presentanen esta tésis. Sin embargo,si que
• podemosdescribiralgunosestudiosrelativosa la metilación, en otros procesosde

diferenciación,realizadossobreciliados.u
En Tetrahymenathermophula(HarrisonandKarrer,1985;KarrerandYao, 1988),

• se hanestudiadolos cambiosen el patrón de mediación,a nivel de residuosde

• adenina,durantela conjugaciónde este ciliado en dos aspectosdistintos;en la
formacióndelnuevomacronúcleo(esbozomacronuclear)y sobresuposibleinfluenciae

• en la degradacióndel viejo macronucleoo la proteccióncontra degradacióndel
u nuevo.

En Parwneciumtetraurelia y P. jenningsi,en dondeno se ha podido detectar
u

metilaciónen residuosde citosina por técnicasbioquímicas,pero usandoagentes

u desmetilantescomola 5-azaC,sehacomprobado(Kwok andNg, 1989;Ng, 1989)que
• la mediaciónderesiduosdecitosinaesunprocesoclave enel programadeexpresión

u de genesmacronuclearesdurantela estomatogénesisdeestosciliados.u Se conocenotros ejemplos,tanto en ciliados como en otros sistemasvivos

u eucariotas,en dondese ha estudiadola metilaciónde genesribosómicosdurante
• diferentesprocesosde diferenciación.Así, por ejemplo, en el hongobasidiomiceto
u

Schizophillumcommune(Buckneretal., 1988),el ADNr experimentametilacióndurante
• el desarrollodelhongo.
e
u
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u
• En el ciliado Tetrahymenathennophila(Blackburnet al., 1983),seha detectado

metilaciónengenesribosomalesmacronucleares,estepatróndemetilaciónno cambia
e
• en diferentesestadosfisiológicosde la célula, y sepiensaquelos residuosde N-6-
• metiladeninatienenla finalidaddediferenciarentrelasformasmolecularesdeADN,
• que se han mantenidoen el macronúcleomaduro,de aquellasque van ha ser
u
u degradadaso sufriránun procesode reorganización.
• La metilacióndel ADNr podríatenerla finalidad, al igual queel modeloque
• seaceptaparacualquierotrogen,de impediro bloquearsutranscripción.En células
u

vegetales,el ADNr no metiladoo hemimetiladoseencuentraen el nucleoloy está
abierto a la transcripción, mientras que sus formas metiladas se encuentran

• condensadasformandola heterocromatinay nosetranscriben(Finneganet al., 1993).
e
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• MATERIALESYMÉTODOSu
• 1. MATERIAL BIOLÓGICO
e
e

1.1. Colpódidos
u
• El ciliado Colpoda fn/Zata (estirpe HSL-1; clon CI-143), fue amablemente
u

suministradopor la doctoraE. Simon (University of illinois, Urbana-Champaign,
• USA). Se encuadradentro delfilo Cilfophora, claseColpodea(Foissner,1993),delcual
• Colpodarepresentael génerotipo.
• Otros colpodidosutilizadosen esteestudiofueron:e
• -Colpoda maupasiATCC 30918
• -ColpodacucullusATCC 30916
• -Colpodaspfralfs ATCC 50031
u
e
• 1.2. Tetrahymenathermophila
u
• El ciliado Tetrahytnenathennophfla (cepa CU 354), se incluye dentro del filo

Ciii ophora,ordenHymenostomatida,claseOligohymenophorea(Small andLynn, 1985).e
u
• 1.3. Enterobacter aerogenes
u
u

Enterobacteraerogenes(CECT684) procedede la colecciónespañolade cultivos
• tipo (CECT). Seutilizó comocomponentedelmediomonoaxénicoparael crecimiento
• de Colpoda fn/Zata y el restode los colpódidos.
e
u
u
• 2. MEDIO DE CULTIVO Y PRINCIPALES TAMPONES UTILIZADOS
u
e

2.1. Medio y condicionesde cultivo para ciliadas colpódidos
u
• El mediodecultivo parael crecimientodecualquierespeciedelgéneroColpoda

fue el medio C0,25E1el cual se preparacomo una solución acuosade Cerophyllu
• (Sig~ia) al 0,25% (p/v) sometidaa ebullición (5 minutos) y filtrada, tras lo cual se
• ajusta a pH 7,9 con lg de HNa2 PO4 12H20. Esta solución se autoclavaa 121

0C
• durante20 minutos.
e

Antesdemocularel ciliado,seadicionaaestemediounasuspensiónbacteriana
• de Enterobacteraerogenesal 1% (y/y), a partir de un cultivo previamentecrecido de
u
u
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dichabacteriaa 320C enCerophyll y mantenidoa 40Chastasuutilización.

La temperaturaóptimadecrecimientousadaparacadaespeciedeGolpodafue
de 320C.

2.2. Principalestamponesutilizados

- Tampónde enquistamiento
El tampónutilizado parala inducción de enquistamientode Colpoda

fn/Zata fue Tris/HCl 10 mM (pH 6,8).

u
u - Tamponesde lisis de electroforesis

Tampónde lisis-I: 100 mM Tris/HCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS(pH 8),
1 mg/ml Proteinasa-K(PK)

Tampónde lisis-II: MezcladeenzimaslíticasdeTrfchodermunharzfanum

• (Sigma)10 mg/ml. Cytophagiasp. (Sigma)2 mg/ml. Proteinasa-K1 mg/ml en
u tampónTris/HCl 10 mM (pH 6,8).
u

- Tampónde incubación-Campopulsado
u EDTA 0,5 M (pH 9); N-Lauroylsarcosina.Salsódica 1% (Sigma);
u

Proteinasa-K1 mg/ml (BoebringerMannheim).

- Tampónde lisis -Microscopia
Sacarosa0,5 M; Tris/HCI 0,02 M; Ca~0,012 M; Poliviil pirrolidon 4%

(p/v); Tritón X-100 1% (y/y) (pH 7,2).

- TampónSal31
Tris/HCl 20 mlvi; NaCí600mlvi; MgCl

2 12,5mlvi; CaCl212,5mM; EDTA

1,5 mM (pH 7,2).

- Tampónde muestra
Tris/HCl 100 mM; EDTA 10 mM; Azul de Bromofenol 0,25%;Glicerol

50%.

e
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• - Tampónde hibridación
u Formamidadesionizada50% (Clontech);5 x SSC;0,02%SDS(p/v);u

N-Laurilsarcosina0,1% (p/v); 2% agentebloqueante(l3oebringer- eim).

u
• - TampónPBS
a

Para 1 litro de tampón8 g NaCí; 0,2 g KCl; 1,44 g Na,HPO,;0,24 g
• KH2PO4 (pH 74).
u
• - Tampónde aislamientonuclear(5:1’

)

u 1 M KCl; 1 M NaCí; 0,65 M Na2I-1p04;0,35 M KH2P04 (pH 7,2 en 1120

U hervida).
u
e

- TampónTE
10 mM Tris/HCl (pH 7,4); 1 mM EDIA (pH 8,0).

u
u 2.3. Inducciónde enquistamientoe
u

El procesode enquistamientoenciliadosgeneralmenteseinducépor falta de
u nutrientes(Gutiérrezet al., 1990). El cultivo de célulasvegetativasse centrifugaa
e 1.500rpmy serecogenasílascélulas,lascualessonposteriormentelavadasal menosu

tres vecescon el tampónde enquistamiento.Finalmente,se resuspendenen este
u mismotampóny semantienena 28

0C durantetodo el procesode enquistamiento.
u
u
u

3. MÉTODOSDE AISLAMIENTO DE ADN
u
e

Independientementedelprotocolodeaislamientoutilizadoy previoal mismo,
la lisisdecélulasvegetativasy quistesderesistenciadeColpodafn/Zataserealizósegún

e el siguienteprotocolo:
u
u -Cultivos exponenciales(100-200mi) de célulasvegetativasde Colpodafn/Zatae
e fueron centrifugadosa 1.500 rpm. Las células fueron lavadas en tampón de
u enquistamientopara retirar el medio de cultivo y las bacterias.Posteriormente,las

célulasfueronresuspendidasentampónde lisis-I y mantenidasenel mismodurante
u
u 24 horasa 37”C.
u -Los quistesde resistenciaseobtuvieronde cultivos de un volumensuperior
u
u
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u

(400-800mI), los cuales,unavez en forma de quistesmaduros, secentrifugarona
u 2.500 rpmcon la finalidad derecogerel materialcelular.Unavez centrifugadotodoe
u el cultivo, se lavaron los quistestres vecescon el tampónde enquistamientoy
u finalmenteseresuspendieronentampónde lisis-II y seincubarona3TC durante24
u horas.
u

Posteriormentea estetratamientoquímico, la ruptura celular definitiva se
u realizóen estemismotampóncon un homogenizadormanual,en frio y controlando
u el gradode rupturabajo el microscopioóptico.
u
e
u Unavez lisadaslascélulas (vegetativoso quistes)el AUN total de lasmismas
u se aisló por el método fenol/cloroformo/alcoholisoamílico o utilizando un Kit

u comercial.u
u
u 3.1. Método fenol/cloroformo/alcohol isoamílico
u
u Al lisado celular se le adiciona el mismo volumen de la mezcla
u fenol/cloroformo/alcoholisoamílico(25:24:1)y semezclan.Las fasesinmisciblesseu
u separanpor centrifugaciónenunamicrocentrífugaa 13.000rpmdurante10 minutos.
• Se retirala faseacuosasuperiory serepitela etapadeextracciónvolviendoaseparar
u la faseacuosa.A ambasfasesacuosasasíobtenidas,seles adicionaunvolumenigual
u
u de cloroformo/alcoholisoamílico(24:1). Se separanlas fasespor centrifugación,a la
u faseacuosaobtenida,sele añadedos volúmenesde etanolabsolutofrío y 1/10 de
u volumende acetatosódico3 M, PH 5,2.
u La precipitacióndel AUN se consigue manteniendoesta mezcla a -200C
• durante,al menos,unahora.Posteriormente,secentrifugaa 13.000rpm durante10
u minutosretirándosela mezclaalcohólica.El AUN sesecaal aire antesde disolverlo
u en agua nanopuraestéril o en tampón TE. El ADN se disuelve a temperatura
u
• ambiente,al menosunahoray posteriormenteseguardaa 40C.
u
• 3.2. Aislamientode ADN utilizando un Kit comercial
u
u
u Para lasextraccionesde AUN seempleóel Kit comercial “Quick-Geno” de la
u casacomercialclontech.
u El protocolo que se siguío fue el que recomendabaeste Kit comercial
u
u adecuándoloa nuestromaterial celular. El procedimientode aislamientode ADN
u consisteen dos pasosfundamentales:
u
u
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u -Desproteiizacióny usadode la muestra

-Unión del AUN al Geno-l5ind(Clontech)u
u
• En el primer paso, utilizamosel tampónde lisis 1 ó II, segúnsetratasede
u célulasvegetativaso de quistesde resistencia.
u En el segundopaso,seañadea 0,2 ml del usadocelular,0,25 ml de Nal 6 M.e

A estamezclasele adiciona0,2 ml de la soluciónGeno-l5indy seincubaenhielo 10
e minutos agitando (4-5 veces). Posteriormentese centrifuga a 6.000 rpm y al

• sobrenadantesele añade0,5 ml de la soluciónde lavado(10 mM Tris/HCl, pH 7,5;
e lOmM NaCí; lmM EUTA) enetanol70%. Despuésdecentrifugary lavarvariasveces,

• el sedimentoseresuspendeenTE y seincubaenunbañoa 500C,durante15 minutos.
• Centrifugamos de nuevo 1 minuto y con una pipeta-pasteur,setransfiere el

u sobrenadante(AUN) a un eppendorf.Estas últimas etapasse repiten sobre elu
sedimentoqueha quedado,hastareunir todoel sobrenadantequeesel AUN aislado

• en un volumenaproximadode 0,5 ml.
u

Pararetirarel ARN delasmuestras,independientementedelmétodoutilizado,
u
• seincubaroncon ENasa4 mg/ml (IBa ger- eim), libre de UNasa,a 3TC

u duranteal menos3 horas.
u El AUN extraidosecuantificóespectrofotométricamentea 260 tun, utilizando
u

la siguienteecuación:
• F x 50 x A

2~ = Concentración(pg/ml)

u (F~Factorde dilución; 50: Una solucióncon 50 ‘g/ml de ADNbc tieneuna absorbanciade 1 a 260 nm; A2~:
• Absorbanciaa 260 nm).

u Los valorespromediosqueseobtienenen términosgeneralesestándentrode

los siguientesrangos:para células vegetativas;de 16 a 26 pg para volúmenesdeu
• cultivo de 100 - 200 ml. Paraquistesde resistencia;desde25 a 62 iig paravolúmenes
• de cultivo de400 - 800 ml. Estosvaloresserefierena Colpoda inflata.
u
u
u
• 4. ELECTROFORESISDE ADN
u

4.1. Marcadores de tamaño molecular utilizadosu
u
• -Marcadorde tamañoM-I (I5oehringer-Mannheim)
• AUN delfago X digeridoconla endonucleasaderestricciónEco Rl que
u
u rinde un patrón con 6 fragmentos,en electroforesisde agarosa,cuyo rango
u
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u
• oscilaentre21.226 y 3.500 pb.
u
e

-Marcadorde tamañoM-II (IB ger- din)
• AUN del fago X digeridoconla endonucleasaderestricciónHind III que
• rinde un patróncon 8 fragmentosen electroforesisde agarosa,y cuyo rango

oscilaentre23.130y 125pb.u
u
e -Marcadorde tamañoM-II-Di2.(lBoehringer- elin)
• ADN del fago X digerido con la endonucleasade restricciónHind III
e

marcadocondigoxigeninaquerindeunpatróncon8 fragmentos,y cuyorango
• oscilaentre23.130 y 125pb.
u
u -Marcadorde tamañoM-VI ( ger-Mannheim)u Mezcladefragmentosde la digestiónddAUN delplásmidopBRS28con
u la endonucleasaderestricciónBgl 1 y deestemismoADN conla endonucleasa

• derestricciónHind m querindenunpatrónde 15 fragmentosenelectroforesis
de agarosa,y cuyo rangoosdila entre2.176y 154 pb.u

u
• -Marcadorde tamañoS13
u Cromosomasde Saccharomycescerevzsae(estirpe S13) que rinden un
u
• patrónde12-13fragmentos(dependiendodeltiempodepulso)enelectroforesis
• de campopulsado,cuyo rangooscilaentre2.000 y 260 Kb.
u
u 4.1.Electroforesis convencionalu
u
• Las electroforesisconvencionalesde ADN serealizarónen gelesde agarosa
• (0,7-0,8%)en tampónTAE comosedescribeen Sambrooket al. (1989)1 Los gelesse
u corrierona voltaje constante(18 V ó 25 V) duranteapróximadamente15 horasy a
• temperaturaambiente.Losgelesfueronteñidosconbromurodeetidio (EtBr, lpg/ml).
u Los marcadoresde tamaño molecular utilizados fueron: M-I, M-II y M-ll-Dig
u (Boeiufriger..Marateim)Los gelesfueronanalizadosbajoluz ultravioletade302 nm
e
• (transiluminadorLKB 2011,P cm) y se fotografiaroncon un sistemaPolaroid
u CU-5 (películaPolaroid 667).
u
u
u
u
u
u

25

u
u
u
u



u
u
u
e

MATERIALESYMÉTODOS
u
• 4.2. Electroforesisde campo pulsado
u
e

El sistemadeelectroforesisde campopulsadoutilizadofue el CHEF(Contour-
• Clanped-HomogeneusElectricField) (Chu et al., 1986; Vollrath andDavis, 1987).En
• estemodelo,el ánguloentrelos camposeléctricoses de 1200. La configuraciónde
e

electrodos,consisteen 8 electrodospuntualescomo cátodoy otros 8 como ánodo
• colocados4 en linea recta formando un ángulode 1200 con los otros 4, en cada
• campo.El sistemaempleadoesdecontornohexagonal cia-L)KEj, de tal forma,

quelas dos carasopuestasdel polígonoson usadasparadefinir las orientacióndel
e
u campoeléctrico.
e Lasmoléculasde ADN fueronfraccionadasengelesde agarosa(1%) (Seakem
• GTG), en tampónTEE 0,5 x a voltaje constante(120 V) y los tiempos de pulso
u

utilizados,unavez queseoptimizó la técnica,fueronde 100 segundos(20 horas)y
200 segundos(20 horas). La temperaturadel procesofue de 140C, conseguida

u mediantesistemaderefrigeración.
u Comomarcadoresde tamañoseutilizaron los cromosomasde Saccharomyces
u

cerevisaeS13.
u El gelfueteñidoconEtBr (1 .tg/ml) (Sambrooketal., 1989).Posteriormentefue
u analizadobajo luz ultavioletade 302 nm y fotografiado.
u
u

4.3. Preparación de las muestraspara electroforesisde campo pulsado
u
u Las células,tanto vegetativoscomo quistes,fueron lavadasen tampónde
u

enquistamientoy resuspendidasen dicho tampón.
Los quistes de resistenciafueron previamentetratados con una mezclade

u enzimas(Tamponde lisis-II) en tampónde enquistamientoa 3TC durante24 horas
• Cadabloque se formó con 0,3 ml de suspensióncelular y otros 0,3 ml de
u
• agarosaal 1,2% enel mismotampónde enquistamiento.Estosbloquesasíformados
• seenfriarona 40Cdurante10 minutoshastasupolimerización.Posteriormente,estos
u bloquessemantienenenel tampóndeincubación(Campopulsado),durantedosdías
u a 500C. Luego,selavan tresveces(2 - 3 horascadalavado)con EDTA 0,2 M, PH 8.
u

Los bloquesobtenidossepuedenmantenerenestaúltima solucióna40Cdurantemás
u de un año antesde usarloen la electroforesis.
u
u
u
u
u
u
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5. DIGESTIÓN CON LA NUCLEASA Bal 31 Y DIFERENTES ENDONUCLEASAS
DE RESTRICCIÓN

5.1.Digestióncon la nucleasaBal 31

Los bloquesde agarosacon las muestrasa digerir por BM 31. (Boebringer-
Mannheim)paraelectroforesisde campopulsado,seincubaroncon 1-2 unidadesde
la enzima, en el tampón recomendadopor la casa comercial. Los tiempos de
incubación fueron diferentes (15 y 30 minutos) a una temperaturade 300C. La
interrupcióno bloqueode la reacciónserealizópor enfriamientoa 40C conEDTA 0,2

M, pH 8.

5.2. Digestionescon endonucleasasderestricción

En la Tabla-II se muestranlas endonucleasasde restricción que se han
utilizado.Todasellasobtenidasde la casacomercial13 ges-

Tabla II: Endonucleasasde restricciónutilizadas

jiN DOSJUCLEASAIfl

RESTRICCIÓN

FCU~NC[A DF

ONOCIMIENT

Dpnl

Msp 1

Hpa 11

Hha 1

BglI GCC0(N
4)XNGC

NdeII ~tGA~TC
0

SauSAl .i-GA0TC~

m: Residuosmetiladosqueson necesariosparala actividadde la enzima;(+): Inhibición de la actividad

de la endonucleasade restricciónpor un residuometil-adeninao metil-citosina en la secuenciade

reconocimiento;(O): La actividadendonucleasicadelaenzimano estádel todoinfluenciadapor lapresencia

demetil-adeninao metil-citosina;(4-): Lugarde corteenla secuenciade reconocimiento.
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• La digestiónconlasdiferentesendonucleasasderestricciónserealizaronenlas
u

siguientescondiciones:
• La soluciónenzimáticaestabaconstituidapor 2 pl delcorrespondientetampón
• de la enzima(&ehringer- ehn),20 pl de aguabidestiladaestérily 4 pl de la
u enzimade restricción.A 7,5 pl de la solucióndeADN sele adicionóotros 7,5 pl de
e

la solución enzimática y se incubó durante 4-6 horas a 37”C. Despuésde la
u incubación, a estos 15 pl se les adicionó 5 pl de tampón de muestra,el cual
• interrumpíala digestióny preparabala muestraparala electroforesis.
u
e
u
u 6. EXPERIMENTOS CON EL INHIBIDOR 5-AZACITIDINA
u
u 6.1. Durante el crecimientoe
e

Un cultivo de dos días de antiguedadde Colpoda fn/Zata, crecido en medio
u CO,25E1,sedistribuyóentubosde 10 ml a razónde 2,5 ml por tubo. A partir deunau

solución stock 1.200 pM de 5-azacitidina (5-azaC), recientementepreparada,se
• realizarondiferentesdilucionesenmedioCO,25E1(a dobleconcentraciónrespectode
• la concentraciónfinal aensayar)y 2,5 ml de estasdilucionesseadicionarona los 2,5

ml de cultivo,obteniendoseasíla concentraciónfinal requerida.Serealizóuncontrol,u
u adicionando2,5 ml de medioCO,25E1 sin la drogaa los 2,5 ml de cultivo.
e Los tubosfueronincubadosa 320C y mantenidosa estatemperaturadurante
u todo el experimento.A diferentestiempos,incluyendocuandosele añadela droga

(tiempo “cero”), setomaronalicuotas(25 pl) de cadatubo, control y tratadoscon 5-u
• azacicitina,sefijaron las célulasconunasgotasdeformaldehido37% y serealizóun
u recuentocelular de tres estadoscelulares,examinadosbajo el microscopioóptico,

u (vegetativo,prequísticoso quistes de resistencia)para cadamuestra tomada.Seu
tomaron tres muestras(75 pl de volumen total estudiado)para cada tiempo

• considerado.
• Aproximadamentea las24 horasde comenzadoel experimento,seadicionóa
u los tubos con la droga,5 ml de unanuevasoluciónde 5-azaCen medioCO,25E1,u
• manteniendola mismaconcentraciónfinal paracadatubo. Lo mismo sehizo con el
• tubo control, adicionando5 ml de medio CO,25E1 sin la droga.El adicionaruna
• cantidadextrade inhibidor tiene la finalidad de mantenerla presenciade5-azaCenu

el medio,ya queestaha de incorporarseal AUN durantela replicacióndel mismo,

u para ejercersu accióninhibitoria (Ng, 1988). Igualmente,al estar analizándosesu
e
u
• 28
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e

efectosobreunapoblacióncreciendo,ha de incorporarseal mediode cultivo nuevo
• medioCO,25E1,paramantenerel crecimientoy evitarquela poblaciónseenquistepor

u disminuciónde nutrientes.u
u
• 6.2. Durante el enquistamiento
u
u
e Paraestudiarla accióndeestadrogasobreel procesode enquistamiento,una
u población creciendoexponencialmentefue inducida a enquistaren tampón de
u enquistamiento.Sedistribuyeron2,5 ml de la suspensióncelularen dichotampón,enu los tubos de 10 ml. Las diluciones de 5-azaC se realizaron en tampón de

• enquistamiento(a doble concentración)y otros 2,5 ml de estasdilucionesfueron
• añadidosa los 2,5 ml de la suspensióncelular inducidaa enquistar.El control fue
e realizadoadicionando2,5 ml del tampóndeenquistamientosindrogaa los 2,5ml deu
• suspensióncelular.
u Todos los tubos,control y las diferentesconcentracionesensayadas,fueron
• mantenidosa 280C.los recuentosserealizaroncomosehaindicadoene1apartado6.1.
u
u
u
• 7. OBTENCIÓN DE UNA SONDA DE ADN RIBOSÓMICO
u
u
u La obtencióndeunasondadeADN ribosómicodeColpodafn/Zata serealizópor
• PCRusandodoscebadoresuniversales(NS1/NS2)(Genosys-lBiotechnologies),cuyas
• secuenciasse muestranen la Tabla-IB. Estos cebadoreshibridan sobre secuencias
u conservadasdelADNr 17/18S de muchoseucariotasy rindenunfragmentode555e
• pb de dicho genribosómico (Fig.3). El AUN usadofue el extraido a partir de una

e poblaciónde célulasvegetativasde Colpoda fn/Zata.
LasreaccionesdeamplificaciónserealizaronentubosEppendorfsiliconizados

u
de 0,5 ml con un volumen total de reacciónde 50 pl, el cual conteniaMgCl

2 (0,7
• mM),desoxinucleótidostrifosfatos (dATP,d¶ITP,dGTP, dCTP; 0,2 mM cada uno,

• Perkin-JElmerCetus),los cebadoresNS1 y NS2enunaconcentraciónde 200pM, 1,25
e unidadesdeTaqpolimerasa(Perkin-ElmerCetus, ger-Mannheim)yel tampón
u
e estandar(concentradodiezveces)queerasuministradopor la mismacasacomercial
e que la polimerasa.Las amplificacionesse llevaron a cabo en un termociclador
• PrecisionScientificGTC-2). El AUN deColpodafn/Zata(Spl) seutilizó diluido (10~’) en

tampónTE. La evaporaciónenel interior de los tubos seredujoañadiendo40 pl dee
• aceitemineralesteril (Perkin-ElmerCetus).

u
u
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• El programautilizado para la amplificación se indica en la Tabla-IV. Las
u

temperaturasóptimasde reasociacónparaestoscebadores(NS1/NS2)sededujeron
u apartir de la secuencianucleotídicadecadaunode ellos, utilizandoel programade
u ordenador“REANNEAL” (cedidoamablementeporsuautor,Dr.E.Orias,Universidad

• de California).u
u
u 7.1. Marcaje no radiactivo de la sonda
u

El marcajeno radiactivo(marcajecondigoxigenina-DIG)del fragmentode555u
• pb delADNr 17/185 de Colpoda fn/Zata serealizópor amplificación(PCR) de dicho

e fragmento.Las condicionesde amplificación son las mismasque la amplificación
• estandar,pero con una diferencia fundamentalen uno de los componentesde la
u

reacción; la mezcla de nucleótidos(dATP : dGTP : dCTP : d¶ITP : DIG-dUTP;
• 1:1:1:0,33:0,66).La molaridad final de los nucleotidosdATP, dGTP y dCTP se
• aproximaa la usadaen las reaccionesestandarde PCR(0,19mM), pero sealterala

molaridadfinal ded’ITP (0,13mM) y seintroduceel nucleótidomarcadorDIG-dUTP
e
• a unaconcentraciónfinal de 66 pM (Lion andHaas,1990).
• La eficienciadelmarcajesedeterminacomparandola movilidaddelfragmento

• marcado,con un control (sin marcaje)en una electroforesisde agarosaestandar,
u

puestoquela incorporacióndel nucleótidocon digoxigeninaa la moléculade AUN
• retardasu movilidadelectroforética(Fig.4).
u
u
e
u
u
e
e
u
e
u
e
e
u
e
u
u
u
u
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ADNr
NS1> lBS ITS ITS

<NS2 5,BS 26S

Fig.3: Localizaciónde loscebadores(NS1/NS2»utilizadosparala obtenciónpor PCRde un fragmentode

555 ph del genribosómico17/18S de Co)poda inflan. ITS: Secuenciaespaciadora.

Tabla III: Caracterfsticasde loscebadoresNS1 y NS2.

CEBADOR IZTAMAÑOÉ b1’ j ~EcUEÑcÁ<54
NS1 19 GTAGTCATATGC~~GTCTC

NS2 21 GGCTCGTGCCACCAGACT~GC

Tabla IV: Condicionesdel programade PCRparalos cebadoresNS1/NS2.

nÁÉÁSPB
AMPIJflCACIÓN <

wafflRÁ VtA

CO

fl.....4r9., 1

Primer ciclo

Desnaturalización

Reasociación

Polimerización

94

54

72

2

2

2

Restode ciclos (24~

94

54

72

2

2

2

Desnaturalización

Reasociación

Polimerización

Extensiónfinal 72 5
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u
• 8. TRANSFERENCIA DE ADN (Soutbernblot). HIBRIDACIÓN Y DETECCIÓN
u
u

Tantoparalaselectroforesisconvencionalescomoparalas de campopulsado,
• los geles de agarosa,despuésde ser teñidos con EtBr y fotografiados, fueron
u desnaturalizadosy neutralizados(Sambrooket al., 1989).
u La transferenciaa filtros de Nylon~ se realizó segúnla técnica Southern
u
• (Sambrooket al., 1989),por capilaridadduranteun tiempoaproximadode24 horas.
u Posteriormente,los filtros fueronsecadosa 60-800Cdurante15-20 minutosy el AUN

se fijó al filtro por luz ultravioleta durante3 minutos (Spect~olinker)U 1000 IAl.,e• Specfroni~ corporaifon). Los filtros se guardaronen sequedada 40C hasta su
• utilización.
• Las prehibridacionesde los filtros se realizaron a 420C ei~ tampón de
• hibridacióndurante2-3horas.Lashibridacionesserealizarona lamismatemperatura
u durantetoda la nocheusandoel tampónde hibridaciónconteniendola sonda(200
• ng/mí)marcadacondigoxigeniina.La sonda,previamente,fuediliuda entampónTE

• conteniendoAUN de espermade salmón (50 pg/ml, IBoehdnger-Mannheim)y
u
u desnaturalizadapor calor (1000C)durante10 minutos.Despuésde la ihcubaciónen
• presenciade la sondamarcada,estafueretiraday guardadaa -200Cparaunposterior
• uso. De estaforma, la mismasondapuedeser reutilizadavariasveces.Los filtros

fueronlavadosdos vecescon 2 x SSC, 0,1% SDS durante5 minutosa temperatura
u ambientey dos vecesmás(15 minutoscadauna) en solución0,1 x SSC,0,1% SUS a
• 680C.Unavez lavadoslos filtros, seprocedióconla detecciónmediante~unareacción

• quimioluminiscente,cuyo protocolosepuederesumiren trespasos:
u
u

-Tratamientodelasmembranasconel agentebloqueanteparaimpediruniones
• inespecificasde los anticuerposa la membrana.
u -Incubaciónconel anticuerpoanti-digoxigeniinaconjugadoconfosfataalcalina.
u
e -Reacción con la solución sustrato (Luzmigen PPD) a 37”C durante
• aproximadamente3 horas, La defosforilacióndel sustratopor la fosfatasa
• alcalinaapHbásicooriginaunintermediarioinestablequimioluminiscente,el

cualesdetectado,por suluminiscencia,por exposiciónaunapelículaderayosu
X (Kodak,X-G~iat 1h00) entre 3 y 15 horas. La película es posteriormente

u reveladapor un procedimientofotográficoconvencional.
u
u Un protocolomásdetalladode la reacciónquimioluminiscentey delmétodo
u

de detecciónde moléculasmarcadascon digoxigeninase muestraen la literatura
u
u
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u suministradaenel Kit de detección(Boehrtnger-Mannheim,1993).
u
u
u
u 9. TÉCNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRÓNICA
u
u

9.1. Procesamientodel material vivo para Microscopia Electrónica de transmisión
• estandar
u

Célulasvegetativas,prequísticos(demuestrastomadasadiferentestiemposdelu
• procesode enquistamiento)y quistesde resistenciamadurosde Colpoda fn/Zata se
• fijaron durante30 minutosconunasolucióndeglutaraldehidoal 2% enPBS(PH7,4).
• Las células fueron postfijadasdurante1 hora en tetróxido de osmio al 1% (p/v).

Posteriormente,las células fueron lavadasvarias veces con tampón PBS y seu
• concentraronenunpequeñovolumendelmismo.Tras retirarcasi completamenteel
• tampónlas célulasfueronagrupadasenpequeñosmontículossobreun portaobjetos
u limpio, a los cualesseles añadióvarias gotasde agarosa(2%) fundida templada.

u Tras dejarsolidificar a la agarosasecortaronbloquesqueconteníanlascélulasfijadas,u
• estosbloquessepuedenguardarenPBSa 40C hastasuprocesamientodefinitivo para
• microscopiaelectrónica.
u de

Después una deshidrataciónde las muestrasen una serie crecientede
u alcoholes(50-100 %), fueronembebidasen resmaSpurr (Spurr,1968). Las secciones
u ultrafinas obtenidaspor ultramicrotomiafueron posteriormentecontrastadascon
u acetatode uranilo y citrato de plomo (Soluciónde Reynols)(Hayat,1986).

La observacióndeestasseccionesserealizaronen un microscopioelectrónicou
u de transmisiónPhilips22M-3a0a 75 KV. Ocasionalmente,tambiénseha utilizado un
• ffeoljem-1O10a 80-75 KV.
u
u

9.2. Aislamiento y visualizaciónde la cromatina macronuclear
u
U Parala visualizaciónpor microscopiaelectrónicade la cromatinamacronuclear

de Colpoda fn/Zata, se utilizó una modificación del método original de dispersiónu
u cromatínicade Miller (Trendelenburgand Puvion-Dutifleul, 1987). Las rejillas para
u microscopiaelectrónicafueron previamenterecubiertascon una fina película de
• carbón(15-30 nm) (TrendelenburgandPuvion-Dutilleul, 1987;Zentgrafet al.,1987).
u LascélulasdeColpodafn/Zata,fuerontratadasdediferenteformadependiendou
• de su estadocelular (vegetativo,prequisticoo quiste deresistencia).
u
u
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u
• 9.2.1. Célulasvegetativas
u
e Uncultivo enfaseexponencialdecrecimientocentrifugadosemantuvoduranteu
u 5 minutosenhielo, conla finalidad de quelascélulassesepararande los deshechos
U y productosde excreccióncelularoriginadosdurantesu crecimiento.Las célulasse
u

desplazanhaciala partesuperiordel tubo (no rodeadapor el hielo) mástempladay
allí semantienen,por lo quesepuedenfacilmentesepararlimpias con unapipeta-

U pasteur.
u Una vez separadaslas célulasvegetativasde los productosde deshecho,la
u

lisis celularserealizósiguiendodos protocolosdistintos:
u
• a)-Las células fueron lavadas en medio de aislamiento de núcleos
• (Trendelenburgand Puvion-Dutilleul, 1987). La lisis celular y la dispersión
u

cromatíicafue realizadaen gotasde aguadestilada,previamenteajustadaa
• pH 9 con0,1 mM deboratosódico,colocadassobreportaobjetossiliconizados,
• a 40C durante20 minutos.
u
u
• b)-Las célulasvegetativasfueron lisadasen tampón de lisis (Microscopia)
u (Isaacket al., 1973).A partir deestelisadocelularseaislaronlos macronúcleos
u centrifugación se en

por y lavaron tampón de aislamiento nuclear.
Posteriormente,sedepositaronsobre gotasde aguadestiladaajustadasa PH

u 9 conboratosódico,sobreportaobjetossiliconizados.
u
u 9.2.2. Células prequisticasy quistes de resistenciau
u
u Ambos tipos celulares fueron lisados en un homogenizadormanual en
• presenciadetampónde lisis (Microscopia).Los quistesnorotos y la paredesquisticas
u

fueronretiradaspor centrifugacióny los macronúcleospresentesenel sobrenadante,
• fueron lavados en medio de aislamientode núcleos.La dispersióncromatínica
u macronudearserealizóen gotasde aguabidestiladatamponadacon boratosódico,
u a 40Cdurante20 minutos,2 horasó 16 horas(Martinicina et al., 1983).
u
u A partir de la obtenciónde los lisadoscelulares(vegetativos,prequísticosy
e quistes),el protocolofue el mismoparacualquiertipo celularutilizado.
• La cromatinadispersafue transferidaa las cámarasde microcentrifugacióny
u en frío un

centrifugada a travésde gradientede sacarosa(0,1 M) que contenía
u formaldehidoal 1%, a 4.000 rpm durante15 minutos. Despuésde la centrifugación
e
u
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u
U las rejillas, con la cromatinamacronuclear,fueron retiradasde las cámarasde
u durante enuna

microcentrifugacióny sumergidas 30 segundos, solucióndePhotoflo
al 0,4% (Photoflo200,Kodak). Luegofueronsecadasal aire.

u La deshidratacióny contrastadode las muestrasse realizó sumergiendolas
• rejillas en unasoluciónde ácidofosfotúngstico(PTA)(Merck) - etanolal 1% durante
u 1 minuto. La deshidrataciónse completócon etanolal 70% y con etanol100% (30
u
• segundoscadaetapa),junto con un último pasoen isopentanol(30 segundos).El
U sombreadometálicose realizó con Oro-Paladioen un ángulo de rotación de 8~.

Finalmente,lasmuestrasseobservaronenunmicroscopioelectrónicodetransmisión
e

convencionalZeissa 80 KV.
u
u
e 10. TÉCNICAS CITOLÓGICAS PARA CITOMETRIA DE FLUJO DE ADN Y
u
u MICROSCOPIA CONFOCAL
e
• 10.1. Métodos citológicos
u
e
• Losfluorocromosutilizadosenesteestudiofueron;4’,6-diamidino-2-fenilindol
U (DAPI) y yoduro de propidio (NT) para citometríade flujo y microscopiaconfocal
u

respectivamente.
El fluorocromoDAPI seuneal AUN presentandounaexcitaciónmáximade

• 372 nmy unaemisiónmáximade456nmenel ultravioleta.El YP, esun fluorocromo

U queseintercalaentrelasbasesdeácidosnucleicosdedoblehebra.Puedeserexcitado
u

por luzultravioletao luz azuldandofluorescenciaroja (excitaciónmáximaa 495ó 342
• nmy emisiónmáximaa 639 nm). Comoestefluorocromotambiénseuneal ARN de
e doblehebra,fue necesarioincubarlas célulasconENAsa(IBoebringer- eim) 4
• mg/ml durante24 horas,antesde añadirel fluorocromo,paraevitar queel NT se
u

uniera al ARN.
u
u 10.2. Citometría de flujo de ADN
e
u

Cultivosexponencialesdecélulasvegetativasy cultivosde célulasenformade
u quiste de resistenciamaduro, fueron centrifugadosy lavados en tampón de
u enquistamiento.Posteriormente,las células fueron fijadas en etanol (70%) y
U

mantenidasa 40C. El protocolo comienzaretirandoel fijador por centrifugacióny
• resuspendiendoel sedimentoenenunvolumendela solucióndepretratamiento(Ac.
u
u
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U Cítrico 0,2 M; Tween-20 0,5%) a temperaturaambientedurante20 minutos con
u agitaciónsuave.A continuaciónseadicionaron9 volúmenesdela solucióndeUnciónu
• quecontieneel fluorocromoDAPI: Na2 HPO4.2H200,4 M; DAPI 5pM (Otto, 1990).

u El DAPI se utilizó a diferente concentracióndependiendodel estadocelular del
U cultivo inicial: 0,1 jig/ml para células vegetativasy 0,2 pg/ml para quistes de
u

resistencia.
• La cuantificacióndefluorescencialigadaa los núcleos,serealizóutilizandoun
• citómetro de flujo FacstarPlus (IBecton-Dickinson)con filtro IBP 422/20 y láser
u ultravioleta (UN’) del serviciode citometríade la Facultadde Farmacia,Universidade
u Complutense.
U
u 10.3. Microscopiaconfocale
u
• Cultivos exponencialesdecélulasvegetativasfueroncentrifugadosy fijadosen
U etanol, 70%. Las células fueron mantenidasa 4

0C, al menos30 minutos. Una vez
u eliminadoel fijador, seresuspendióel sedimentocelularenTris/HCl lOmM (pH 6,8)u
e y seañadióRNasa(4 mg/ml) adicha solución.La incubaciónsellevó a caboa 370C
u durante24 horas.El fluorocromoNT, seadicionó,posteriormenteal tratamientocon
U la ENasa,en unaconcentraciónde 15 pg/ml.
U Cuandosetratabadequistesderesistencia,eranecesariountratamientoprevio
U
u delascélulascontampónde lisis-MicroscopiaelectrónicasinTritón X-100.Los quistes
u de resistenciamaduroseranresuspendidosen un volumende estetampóny eran
u sometidosa ruptura mecánica. El grado de ruptura se fue controlandobajo el
u
• microscopioóptico. La incubacióncon RNasaserealizóen las mismascondiciones
• que paracélulasvegetativasasícomoel tratamientoconel NT (15 pg/ml).
• Las muestrasseobservaronenunmicroscopiodefluorescenciainvertidoZeiss

u Axiovert 135 sistemaCONFOCAL MRC 1000 (IBio 2Rad)del servicio de microscopia
U
e y análisis de imagendel CIB (CSIC).
U
u
u
u
u
u
u
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u
U 1. ESTUDIO DEL ADN-MACRONUCLEAR VEGETATIVO Y OUISTICO DE
u

Calvadainflata

.

U
U 1.1. Electroforesis convencionaly de campo pulsado
e
u

El análisisdel ADN total (principalmentemacronuclear;AUN-Ma) de una
u poblaciónde células vegetativasde Colpoda fn/Zata (cepa CI-143) por electroforesis
U convencional,mostróunaúnicabandaenel límite deresoluciónelectroforético,más

U alía del marcadorde tamañomásalto (21 Kb) (Fig.5, carril 2).u
e A modode análisiscomparativo,seintrodujoen la mismaelectroforesisAUN
U total de un ciliado conocidocomo Tetrahymenathennophila,y al igual que el AUN
u

genómico de C. fn/Zata se detectauna única banda en el límite de resolución
U electroforético(Fig.5, carril 1). En ningún casosedetectaronmoléculasde ADN por
u debajode 21 Kb. El AUN total aisladode los quistesderesistenciamaduros,mostró
U resultadossimilaresa los de célulasvegetativasde C. fn/Zata.

U La técnica de electroforesisde campopulsadofacilita la fraccionaciónde
U

moléculaslinealesde ADN contamañosdesdeunaspocaspb hastavariosmillones,
u por lo que resulta un método idóneo para el estudio de genomaseucariotas
U compl~os.En la mayoríade los casosla movilidad esdependientedel pulso que se
U utiice, por lo que iicialmente se estudió el nivel de fraccionacióndel genoma
U
e macronuclearde C. fn/Zataa diferentestiemposdepulso (Fig.6). Los pulsosutilizados
u fueron20, 40, 60 y 90 segundosmanteniendoel mismovoltaje (150 V) durante48
• horas.Comoseapreciaen la Fig.6A, un pulsode20 segundosfraccionamuy pocoel
u
e genoma de C. fn/Zata, al igual que el marcador de tamaño (cromosomasde
• Saccharomycescerevfsae513) que nos sirve de referencia.Prácticamente,el genoma
• completoquedaincluido en un centímetrodel gel. A medidaquese incrementael
u tiempodepulso seresuelvemejor, tantolos marcadoresdetamañocomoel genomae
e de C. fn/Zata (Fig.65, C y D). A 90 segundosdepulsolas 12-13bandascromosómicas
U de5. cerevfsaeestáncompletamenteseparadas,ocupandode 10-11 centímetrosdegel,
• al igual queel genomamacronucleardeC. fn/Zata quesemuestracomounapoblación
U continuade moléculas.No obstante,hayquedestacarqueunafraccióndemoléculas
U
u dentrode la poblaciónsemantieneinvariableen su localización(aproximadamente
U 2,5 centímetrosa partir del origen),independientementedel pulso utilizado. Esta

banda(2.000Kb), bastanteconspicua,trastinción conbromurode etidio,representa
u
e unabuenaproporcióndel genomade C. fn/Zata.
u
u
u
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u
• Una combinación de pulsos superioresa 90 segundos;un pulso de 100
U

segundosdurante20 horasy otrode200segundosduranteotras20 horasaunvoltaje
constantede 120 y, dió, igualmente,un resultado satisfactorioen cuanto a la

u fraccionacióndemoléculasdeC. fn/Zatay los cromosomasde5. cerevisae(513) (Fig.7).
U

u Un análisisdetalladode la electroforesisde la Fig.7 nos lleva a realizarlasu
• siguientesconsideraciones:

U
• 1. En el patrónelectroforéticocorrespondienteal AUN genómicovegetativode
e
U Colpoda fn/Zata (Fig.7, carriles 1 y 2), se puedendistinguir dos regiones de
• macromoléculasbien definidas.La primera de ellas se localiza en el límite de
U resoluciónelectroforético,coincidiendocon la bandacromosómicamásalta de

u Saccharomycescerevfsae(513) deaproximadamenteunas2.000Kb. En éstaregiónse
pueden,al menos,distinguir dos o tres bandasmuy conspicuas,agrupadasenU

• aproximadamente0,5 cm. de gel. La segundaregión de macromoléculas,
• esencialmentemacronucleares,de C. fn/Zata seextiendedesdeel tercermarcador
u cromosómicode 5. cerevisae(1.100 Kb) hastamásallá (2 cm. de gel) deuno de los
U
• últimos marcadorescromosómicos(260 Kb). Esta región (5,5 cm. del gel) está

U constituidapor unapoblacióncontinuade moléculas,enla cualsepuedea veces
U

distinguir algunasdiscontinuidadeso bandasdiscretas.Entre éstas,podemos
señalardos gruesasbandasquedestacansobre el resto,unaqueselocalizacerca

• delmarcadorcromosómicode700 Kb y la otra casienel limite inferior del patrón
U molecular,de unas200Kb aproximadamente.
U
U

2. El patrónelectroforéticode C. fn/Zata en su fasequistica (quiste de resistencia
• maduro) (Fig.7, carriles 3 y 4), es básicamentesimilar al mostradoen el estado

• vegetativode esteciliado.Sedistinguentambiéndosregionesdemacromoléculas,
U siendola primeradeellassimilar a la descritaenel estadovegetativode C. fn/Zata.
• Pero en la segunda,que recorre una porción de gel muy parecida a la del
• vegetativo,ya no sepuedendistinguirbienbandasdefinidasdentrodelpatrón,ni
u las dos másconspicuasqueseseñalaronen el estadovegetativo.
U
u
• 3. Enla mismaelectroforesis(Fig.7, carril 5), amododecomparación,seintrodujo
• una muestra de Tetrahymenathernwphila (cepa CU 354). El patrón molecular
U observadoes bastantediferente respectodel de C. fn/Zata; 25-26 bandasbien
u
• definidascomponendichopatróna lo largodeunos7,5 cm. de gel, desdeel limite
U
u
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• superiorderesoluciónelectroforético(2.000Kb) hastamásallá (0,7 cm.)delúltimo
e

marcadorcromosómicoconsiderado(260 Kb). Dentro de estepatrónde bandas,
• constituyentesdel genomamacronucleardeTetrahymenatermophfla, algunas,entre
U 9-10, aparecenmásconspicuas,tras Unción con EtBr, indicando una diferencia

cuantitativarespectodel resto.Nuestraestimacióndel rangodetamañosesdesde
U• aproximadamente2.000hastaunas200 Kb,siendoel promediode unas1.100Kb.

U
• De la electroforesisde la Fig.7, se obtuvieron los densitogramasdel carril 1
u

(marcadoresdetamaño)(Fig.7A) y delcarril 2 (AUN genómicovegetativode Colpoda
• fn/Zata) (Fig.7B). El rangode tamañosparaC. fn/Zata seestimóentre 2.000 y 90 Kb,
• siendoel tamañopromediode 1.045 Kb. El perfil densitográficode la Fig.7B, se
U dividió en tresáreasdebarrido; Área-I queabarcaun rangodetamañosdesde2.000u hastaunas835 Kb aproximadamente,y queimplica un 37,9% del áreatotal barrida.
• El tamañomediodemoléculasenestaáreaesde 1.417Kb aproximadamente.Area-il

• quecomprendeunrangodetamañosdesde800 hasta400Kb, con unamediade 600
u Kb y que implica un 27,8% del área total. Y, por último, el Area-In que incluye

moléculas de tamaños comprendidos desde unas 370 Kb hasta 90 Kbu
u aproximadamente,mediade 230 Kb y un 28,5%del áreatotal barrida.
• A partir deestosdatospodemosestimarel númerodemoléculasde AUN-Ma
U

paracadaintervalo o áreaconsiderada,si asumimoscomociertaslasdos siguientes
• proposicionesaplicadasa C. fn/Zata.La primera,essobreel tamañodelgenomade C.

• fn/Zata,el cualdesconocemos,peropodriamosconsiderarloentomoa los 220.000Kb,
U

queesel datoobtenidoparaT. thermophila.Y la segunda,esla suposicióndequecada
• tipo celularde AUN-Ma de C. fn/Zata estapresenteen un númerosimilar de copias,
• proposiciónmuy dudosa,inclusivesi descartamosel AUNr.

U Puesbien, si estofuera cierto,el Área-I consideradaen el densitogramarepresenta
U 0,379 vecesel tamañodel genomay si estafracciónsemultiplica por el tamañodelu
• genoma considerado(220.000 Kb) y lo dividimos por el tamañopromediode
u moléculasque presentaestaárea(1.417Kb) nos dará el númerode moléculasde
U AUN-Ma presenteenesteintervalodeldensitograma(59moléculas).Si aplicamoseste

e mismorazonamientoa lasotras dos áreas(LI y III) consideradas,obtenemosvaloresu
• de 102y 272 moléculasrespectivamente.La sumade las tresáreas,nos da un valor
U total de unas433 moléculasmacronuclearesen C. fn/Zata.

• El análisiselectroforéticopor campopulsado(CHEF) de otras especiesdelu• géneroColpoda(C. cucullus,C. spfralis y C. maupasí)nosmostrópatronesmoleculares

u similaresal ya descritoparaColpodafn/Zata (Fig.9A).
u
a
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u
U Fig.7:Electroforesisde campopulsado.Tiemposdepulso: 100 segundos-20horas,200 segundos-20horas.

U Carriles1 y 2: Colpodainflata vegetativo.Carriles3 y 4: Coípodainflata quistederesistenciamaduro.Carril

5: Tetrahyrnenathermophila.M: Marcadoresdetamaño(S13).
U A: Densitogramadelos marcadoresde tamaño,cromosomasdeSaccharomycescerevisaeS13 (carril 1 de la

u
u electroforesisdela Fig.7).Se indica el tamañoaproximadoen Kb delas diferentesbandasregistradas.

u B: Densitogramadel ADN genómicovegetativode Colpoda inflata (carril 2 de la electroforesisde la Fig.7).

La escalade tamaños(Kb) se determinópor extrapolacióndelos marcadoresdetamañodel densitograma

de la Fig.7A.
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U
U 1.2. Análisis del gen ribosómico 17/lBS en vegetativosy quistes maduros
U
u

Uno de los posiblescaminospara estudiarla reorganizacióngenómicaque
U puede tener lugar en un proceso de diferenciación, como es el proceso de
u enquistamientoenciliados,esutilizar sondasdegenesconocidosy abundantescomo
U

son los ribosómicos.
u
U 1.2.1. Localización del gen ribosómico en electroforesisde campo pulsado
u
U

La localizacióndelgenribosómico17/lBSsobreel genomadeC. inflata, según
u sedistribuyeésteen unaelectroforesisdecampopulsado(CHEF), serealizóusando
U comosondaun fragmento(555pb) delgenribosómico17/185deC. fn/Zata generado
u

por PCR(apartado7 de Materialesy Métodos).
• La hibridación sobrela copia del gel de la Fig.BA (TransferenciaSouthern)

• usandoestasonda,revelóunafuertehibridaciónpositiva (carriles1 y 2 de la Fig.8B)

U sobre las muestrasde vegetativosde C. fn/Zata, detectándoseuna única bandadeu
• aproximadamente200Kb detamaño.Bandaquecorrespondeaunadelasdosbandas
• másconspicuasquese detectaronen el patrónelectroforéticodel vegetativode C.

U fn/Zata. Igualmente,esta sondaribosómicahibrida heterólogamentecon la banda
U cromosómicamásalta (2.000Kb) de Saccharomycescerevfsae(S13), cuyoscromosomasu

hansido utilizadoscomomarcadoresde tamaño(carril M de la Fig.BB). Estabanda
u correspondeal cromosomaXII de 5. cerevfsae(SchútzandGatner,1994).
U Porel contrario,en lasmuestrascorrespondientesa los quistesmadurosdeC.
u
• fn/Zatano sedetectóhibridaciónpositivasobreel patrónelectroforéticoobtenido,sino

u únicamentedentrodelpocillo delgel (carriles3 y 4 de la Fig.8B).
U En la Fig.9A, se muestrauna electroforesisde campopulsado de cuatro
u diferentes

especies del géneroColpoda (C. fn/Zata: carril 1; C. cucullus: carril 2; C.
u spfralfs: carril 3 y C. maupasi:carril 4). En la Fig.9B, observamosel quimiolumigrama
u correspondienteal Southernblot del gel de la Fig.9A, trashibridación con la sonda
U ribosómica (555 pb) de C. fn/Zata. De nuevo, apreciamosla hibridación positiva
u
u homóloga,en una bandade aproximadamente200 Kb, en C. fn/Zata e hibridación
u positiva heterólogasobre el resto de las especiesanalizadas.Una banda de
• aproximadamente200kb tambiénparaC. cucullus,unade aproximadamente260 Kb
u

paraC. spiralfs y una de aproximadamente450Kb para C. maupas¡.

u
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U
1.2.2.Digestión con la nucleasaBal 31

u
U La nucleasaBal 31 presentados actividades;una actividad 3’exonucleásica

sobreADNbc (AUN bicatenario)lineal, siendoestaactividadla predominantede la
U enzima y una posible segundaactividad endonucleásicasobreel ADNmc (AUNa
• monocatenario)generadopor la primeraactividadexonucleásica.Igualmente,la Bal
U 31 puede romper ADNbc superenrollado,el AUN circular superenrolladoes
U especialmentesensiblea suactividadendonucleásica(Phanet al ., 1989),y originar

U circulos relajadosy posteriormenteAUN lineal (Sambrooket al., 1989).u
u Con la finalidad de conocermássobrela estructuradel ADNr en el estado
• vegetativoy quistico de Colpoda fn/Zata, se incubaronlos bloquesde agarosapara
u

electroforesisde campopulsado(CHEF) conla Bal 31(1-2unidades)durante15 ó 30
• minutos,tantolasmuestrasdevegetativoscomode quistesmaduros.Los resultados
U semuestranen la Fig.LOA. El tratamientoconla Bat 31 durante15 minutosrevelaque
• dicha enzimadegradaiicialmentegranpartedel AUN-Ma de elevadotamaño,poru
U encimade las 1.000 Kb, en la muestrade vegetativosde C. fn/Zata (Fig.1OA, carril 2).
u Un tratamientomásprolongado(30 minutos)hacequela degradaciónde moléculas
U de elevado tamaño sea más intensa,por encima de aproximadamente835 Kb,
u

prácticamentetodo el AUN-Ma ha sidodigerido (Fig.1OA, carril 3). Las muestrasde
• quistesmaduros(Pig.1OA, carriles 5 y 6) conlos mismostiemposde incubacióncon

U la Bal 31, mostraronuna másintensadegradaciónpor la enzima; 15 minutos de
• incubaciónes suficiente para degradarcasi todo el AUN-Ma superiora 580 Kb,

mientrasque en las muestrastratadascon 30 minutos, prácticamentecasi todo elu
• AUN estádegradadoquedandosólounresiduo,queselocalizaen1,5 cm. degelmás
U alíadelúltimomarcador(260Kb). El Southernblot deestegel (Fig.1OB)fue hibridado

con la sonda ribosómica (555 pb) marcada con digoxigenina, encontrándoseu
u hibridaciónpositiva únicamentesobrelos carrilesdemuestrasdevegetativos.En las
u tres muestras(carriles 1, 2 y 3 del gel de la Fig.1OA) se detectóuna señal de
• hibridaciónpositiva localizadasal mismonivel (200 Kb), tanto para la muestrano
U
U tratada,confirmandoresultadosanteriores,comolas tratadascon la Bal 31 (15 y 30
• minutos) (Fig.1OB).
u
u
u
u
U
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U
U 2. CAMBIOS EN EL PATRÓN DE METILACIÓN DEL ADN-Ma TOTAL Y DE

GENES RIBOSÓMICOS DURANTE EL PROCESO DE ENQUISTAMIENTO EN
U
• Colvodainflata

U
U Al ser el enquistamientode ciliados un procesode diferenciacióncelular
u

eucariota, y conociendo que la expresión de ciertos genes en procesos de
• diferenciacióny el mantenimientodel estadodiferenciadoestánrelacionadoscon el
• nivel de metilacióndel AUN (Chomet,1991; Doerfier et al., 1990; Holliday, 1989;
U RazinandCedar,1991),nos propusimossabersi cambiosenel patrónde metilación

del AUN-Ma de Colpoda fn/Zata podrían, igualmente, estar involucrados en elu
u enquistamientode esteciliado.
U

U 2.1. Estudio con endonucleasasde restricción del ADN total vegetativoy quistico
U
U
• En primer lugar, y al igual que ocurre en otros protozoos ciliados
• (Ammermannet al., 1981; Cummingset al., 1974; Gorovskyet al., 1973; Hattrnanet
u al., 1978; Pratt and Hattman,1981; Rae and Spear, 1978; ), queriamossabersi es
• tambiénla adeninala principalbasemetiladaen el AUN-Ma de C. fn/Zata.

U Para lo cual, AUN total aislado de células vegetativasy de quistes de
U resistenciamadurosfue incubadodurante4 horasa37C con tresendonucleasasde
U

restricción (isoesquizómeros):Dpn 1, Sau 3A1 y Nde II. Las tres endonucleasas
u reconoceny cortanla secuencia5’-GATC-3’. La Dpn 1 cortaentrela A y la T siempre

U y cuandola A estemetilada.La Nde II cortadelantede la G siemprequela A de la
secuenciano estemetiladay la Sau3M corta, igualmente,delantede la C peroeste

U
• corteno estáinfluenciadototalmentepor la presenciadeMeA (6-metiladenina)en la
• secuencia.Sin embargo,esta última enzima puede tener inhibida su capacidad
u restrictiva si la C del extremo 3’ de la secuenciaestá metilada (Sambrooket al.,
U
• 1989). Comoseapreciaenla Fig.11Ay B, lasendonucleasasDpn1 y NdeII no cortan

u o cortanmuypocoel AUN vegetativoy quistico(carriles2 y 4 de la Fig.11Ay carriles
U 3 y 4 de la Fig.11B respectivamente).Por el contrario, la enzima Sau 3M corta

completamenteel AUN genómicode C. fn/Zata vegetativoy quistico (carril 3 de la
U
• Fig.11Ay carril 2 de la Fig.11B).Estosresultadosmuestranquela A deestasecuencia

• probablementeno estámetiladao existenpocasde estassecuenciasenla quela A
U estémetilada. Igualmente,los resultadosmostradospor vegetativosy quistes de
u

resistenciason básicamentesimilares,no observandosediferenciassignificativasen
u los patronesde restricciónde ambosparalastresenzimasutilizadas(Fig.11A y B).
u
u
u
U
u
u
U
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RESULTADOSu
• Otraposiblebasemodificadaenel macronúcleode ciliadosesla citosina(C),

u pudiendosepresentaren forma metiladacomo5-metilcitosina(MeC). Paraanalizaru
• estepuntoen el AUN-Ma de Colpoda fn/Zata y estudiarlos posiblescambiosen el

• patrónde metilaciónde la citosinaenvegetativosy quistesmaduros,seusaronlas
• siguientesendonucleasasde restricción:Msp 1, HpaII, Hha 1 y Bgl 1 (ver Materiales
U
• y Métodos,apartado5.2.).
• La endonucleasaHha1 quereconocela secuencia5’-GCGC-3’,y cortaentrela
U G y C del extremo3’ siemprey cuandolas citosinasno se encuentrenmetiladas
e

(Sambrooket al., 1989),mostróresultadosdistintosrespectoasucapacidaddedigerir
AUN-Ma vegetativoy quistico (Fig.12, carriles 4 y 8). El AUN vegetativono fue

u digeridomientrasqueel quisticofuecompletamentedigerido,indicandoqueelAUN-
U Ma quistico se encuentradesmetilado en esta secuenciarespectoal AUN-Ma
U

vegetativode C. fn/Zata.
• Los isoesquizómerosMsp 1 y HpaUreconocenla mismasecuencia5’-CCGG-3’,

• pero solo cortan dicha secuencia(entre las dos citosinas)cuandola citosina del
u extremo5’ no estametilada,paraMsp 1, ocuandoambascitosinasnoestánmetiladas
U• paraHpaII (Sambrooket al., 1989). Es decir, la metilaciónde ambascitosinaso sólo

u una de ellasbloqueala acciónrestrictivade ambasenzimas.
• Los resultados(Fig.12,carriles2, 3, 6 y 7) muestranqueambasenzimascortan

tanto el AUN-Ma vegetativocomo quistico, aunquese detectanalgunasligeras
U
u diferenciasrespectoa la intensidadde la digestión.En el AUN-Ma vegetativo,la Hpa
u II origina fragmentosmenoresquela Msp 1 sobreel mismo AUN (Fig.12, carriles 2

y 3), lo quepodríaindicar la presenciadeMeC enel extremo5’en algunassecuencias
u 5’-CCGG-3’delAUN-Ma vegetativo.Muy diferentessonlos resultadosobtenidoscon
• estasdosenzimasenel AUN-Ma qufstico,dondela digestiónescompletaparaambas
• enzimas(Fig.12, carriles6 y 7), indicandola total ausenciadeMeC en estasecuencia.
• Una cuartaendonucleasade restricciónutilizadaen esteestudiofue la Bgl 1.u

Estaenzimareconocela secuencia5’-GCC(N4)NGC-3’ y cortala misma,entreel tercer

u y cuarto nucleátidocomenzandopor el extremo3’, siempre y cuandola C más
• cercanaal extremo5’no seencuentremetilada(Sambrooket al., 1989).Los resultados
U del tratamientodel AUN-Ma vegetativoy quistico con la Bgl 1 se muestranen la
U
• Fig.13. Como apreciamosen dicha electroforesisla Egí 1 digiere tanto el AUN
u vegetativocomoquisticodeC. fn/Zata,sinembargoapreciamos,denuevo,diferencias
U en la intensidadde dicha digestión del vegetativo(Fig.13, carril 2) respectodel
U
• quistico (Fig.13, carril 4). La digestióndel AUN quistico es superior a la del
• vegetativo,indicándonos, denuevo,quela secuenciaquereconocela Bgl 1,enestado
U
u
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metilado,esmenosabundanteen quistesde resistenciaqueenel vegetativo.
Comoresumendel análisisde restricciónrealizadosobreAUN vegetativoy

quistico,enla TablaV, semuestrantodoslos resultadosderivadosde los tratamientos
condichasenzimasy la intensidadde digestiónparacadacaso.

Tabla V: Resumende los resultadosdel análisis de restricciónsobreAUN vegetativoy quistico de

Colpodainflata.

onudeasnsdetes
~~t~PNMt’>

Sau3AI NdeII 1 MspI Hpall__1 HhaI B
811

Vegetativo - - ++ ++ - +

Quistede - +++ - +++ +++

resistencia

(1>- El AUN analizadofuéAUN total extraidoy purificadode célulasvegetativasy quistesderesistencia

de Colpoda ¡njl ata, pero desdeun puntode vistacuantitativoconsideramosquebásicamentese tratade

AUN- Ma. <-): No digestión.(+): Ligera digestión,conabundanterastro.<++>: Considerabledigestión,con

rastrode menortamaño.(+++>: Digestióncompleta,casisin rastroapreciable.

2.2. Estudiosobre el gen ribosómico 17/18 5 de Colpoda inflata

Al encontrardiferenciasentrelos patronesderestriccióndelAUN-Ma total de
vegetativosy quistesderesistenciade C. fn/Zata,respectoa la metilaciónderesiduos
de citosina,nos propusimosrealizarun análisissimilar sobreun gen macronuclear
conocido,comoel ribosómico17/185de estemismociliado.

Paraesteestudioseusaronlas endonucleasasMsp 1 y Bgl 1 quedigierende

maneradiferenteel AUN-Ma vegetativoy quistico de C. fn/Zata (Tablay). Una vez
incubadosambostipos deAUN conlasendonucleasas,estosfueronfraccionadospor
electroforesisy transferidosa Nylon~ (Southernblot) ehibridadoscon la sonda(555
pb) delAUNr 17/185de C. fn/Zata marcadacondigoxigeninapor PCR(Materialesy
Métodos, apartado7.1.). En la Fig.14A y B se muestranlos quimiolumigramas
obtenidosde la hibridaciónsobreAUN-vegetativo(A) y AUN-quistico (B).

La hibridación de la sondaribosómicacon el AUN vegetativoen ambas

digestiones(Msp 1 y Bgl 1) rindió unaúnica zonade hibridaciónpositiva (Eig.14A,
carriles1 y 2) de aproximadamente1.200pb. Porel contrario,lasmismasdigestiones
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e
U con AUN quistico de Colpoda fn/Zata rindieronfragmentoscon hibridaciónpositiva

muy diferentes.La digestiónconMsp 1 mostrótresbandaspositivas(Fig.14B,carril
u

1) de aproximadamente3.500,1.900 y 1.500 pb, mientrasquela digestiónconBgl 1
u dosbandasde hibridaciónpositiva (Fig.14B,carril 2) de aproximadamente11.000 y
U 4.300 pb respectivamente.Igualmente,debemosdestacarla existenciade diferencias

• cuantitativasentrelasbandasde hibridaciónpositiva obtenidasen el AUN quistico.e
De las tres bandasproducidaspor la digestióncon la Msp 1, la que muestramás

• cantidadde AUN por bandade hibridaciónpositiva esla de 1.900 pb, en segundo
• lugarestá la de 1.500 pb y en último lugar (bandamásdébil) la de mayor tamaño
U

detectada(3.500pb). Algo parecidoocurreen la digestióncon la Egí 1, en dondela
• banda con mayor intensidadde hibridación es la de 4.300 pb y la de menor
U intensidadesla de 11.000pb. Indicandoasídiferenciasen la cantidaddecadaunode

u los fragmentosproducidosenambasdigestiones.Tambiénesinteresanteindicar,para
U una posteriordiscusión,quela sumade los fragmentosmenores,originadospor la
• Msp 1 en el AUN quistico (Fig.14B, carril 1), de 1.900 y 1.500 pb es de 3.400 pb,

U cantidadsimilar a 3.500 ph del fragmentosuperiororiginado,por lo que los dos
fragmentosmenoresprobablementeseoriginenpor escisióndel primero.

U
Lasdiferenciasencontradasentrela digestióndel genribosómico17/185deC.

• fn/Zata en el estadovegetativoy quistico (quiste maduro) posiblementeindican la
U presenciade metilación en residuos de citosina en algunassecuenciasde las
U

reconocidaspor la Msp 1 y Bgl 1.
U
u
U
U
e
U
U
U
U
e
U
U
U
u
U
U
e
U
e
U
u
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e
U 2.3. Experimentos con el agentedesmetilante5-azacitidina
u
e
U El análisisde los patronesderestricciónnosmostródiferenciasen el gradode
• metilación, en residuos de citosina de determinadassecuencias,entre el AUN
• vegetativoy quísticode Colpodafn/Zata.Paraconfirmaro no estosdatosmoleculares

u se realizaronuna serie de experimentosin vivo con uno de los másconocidosy
U

utilizadosagentesdesmetilantesde AUN eucariotacomoesla 5-azacitidina(5-azaC)
• (Razinand Cedar,1991). Este compuestoactuacomo un análogoestructuralde la
• citosina,incorporandoseal AUN cuandoestesereplica.Una vez incorporadoen el
U lugar de la citosina, su presenciainhibe la acción metilante de la AUN-metil-

• transferasaoriginando en un primer ciclo replicativo un AUN hemimetilado

U (manteniendola hebra parentalmetilada) o completamentedesmetiladoen un
U

segundociclo replicativosi siguepresenteesteanálogoestructuralenel medio(ver
• esquemade la Fig.2, en el apartado4. de la Introducción).
u
U 2.3.1. Efecto de la 5-azacitidina sobre el crecimiento de Colpoda inflata
e
u
• Una primera serie de experimentos con la 5-azaC se realizaron sobre
U poblacionesde C. fn/Zata encrecimientoexponencial.El protocolodetalladode estos
u

experimentosseha descritoenel apartado6.1 de la seccióndeMaterialesy Métodos.
Los resultadosse muestranen la gráfica de la Fig.15. La 5-azaC,despuésde la

• incorporaciónenel AUN-Ma, induceenquistamientoaúnencondicionesóptimaspara
• el crecimiento vegetativo a concentracionesno menoresde 400 pM. A ambas

u concentracionesutilizadas de 5-azaC (400 y 500 pM), se induce el proceso dea
• enquistamientoen C. in/Zata y el rendimientode formaciónde célulasprequisticases
u proporcionala la concentraciónutilizada.
• La poblacióndecélulasvegetativasen crecimientosufrió dosexposicionesa la
U 5-azaC,uno al comienzodel experimento(tiempo ‘cero”) y otro a las 24 horasdel
• inicio del mismo, ya que la 5-azaC para ejercer su efecto desmetilanteha de

U incorporarseal AUN replicándose,por lo quepara mantenerlos nivelesde 5-azaC
U necesariospara conseguirun AUN-Ma completamentedesmetilado,era necesario
U añadirla drogaunasegundavez.Comoseapreciaenla gráficade la Fig.15,en donde
• serepresentael porcentajede prequisticosquesurgena lo largo del tiempo, en la
U población de vegetativos control el porcentaje de aparición de prequisticoses
U prácticamentenulo,comoseríadeesperar.A las24 horas,en laspoblacionestratadas
u
• con 400y 500 pM de 5-azaCaparecencélulasprequisticasenporcentajespromedios
u
U
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U
U (mediaaritméticadetresrecuentosindependientes)de13,6%deprequisticos(400pM)

y 16,3%(500pM) respectivamente.A las48 horas,y despuésdeañadirnuevo5-azaC
U
• junto con medio de cultivo (CO,25E1)paramantenerasí las condicione~óptimasde
U crecimiento,se detectaun considerableincrementode célulasprequisticasen las
• poblacionestratadasconel agentedesmetilante;un 54,7%(400 pM) y un 78,7%(500
U

pM) (Fig.15). Por tanto, en 24 horas, las poblacionestratadasincrementaronlos
• porcentajesde célulasprequisticasen un 41,1%(400 pM) y enun 62,4% (500 pM).
U Igualmente,hayqueindicarqueel total de célulasen laspoblacionestratadas

U disminuyea lo largodel tiemporespectoa los totalespresentesen los controles.Esta
U disminuciónrepresenta,enporcentaje,un 47%(400 pM) y un 50% (500pM) a las 24
u horasrespectodel control y un 67,8% (400 pM) ó un 90% (500 pM) a las 48 horas.
U Peroademás,existe tambiénuna disminucióndel númerototal de célulasen cada
e muestratratadaalo largodel tiempo.Enporcentajes,estapérdidarepresentaun49%e
• enel casode la poblacióntratadacon400 pM de 5-azaC,entreel recuentorealizado
U a las 24 horasy el realizadoa las 48 horas.Una disminuciónmásdrásticaes la
• experimentadapor la muestratratadacon500pM delagentedesmetilante,siendode
U un 83,7%entrelas dosmedidasrealizadas.
• Entre las células que han permanecidoviables no se detectó ninguna

• modificacióno alteraciónestructuralo morfológicadetectablesal microscopioóptico,
u ni envegetativosni en célulasprequisticas.
U
U
• 2.3.2. Efecto de la 5-azacitidina sobre el enquistamiento de Colpoda inflata
u

Ante los resultadosobtenidossobrepoblacionesde vegetativoscreciendo,y
U
• paradeterminarsi la 5-azaCtienealgúnefectosobreel enquistamientodeesteciliado
U e igualmente,amododecontroldeincorporaciónnegativa,puestoque,teóricamente,
u

paraquela 5-azaCactuedesmetilandoha de incorporarseen el AUN replicándose
• y en el procesode enquistamientode Colpoda fn/Zata no hay síntesisde AUN-Ma
• (Gutiérrezet al., 1990), se llevó a caboun experimentosimilar al realizadosobre
U poblacionescreciendo,pero en una población inducida a enquistar.Se utilizó

únicamentela concentraciónmásalta,de lasdosusadassobrepoblacionescreciendo;u
500 pM. Los resultadosse muestranen la gráfica de la Fig.16.Las poblacionesde

• vegetativosinducidosa enquistar(tiempo “cero”); controly tratado(500 pM) con la

U drogadesmetilantemuestranresultadosmuy similares,no existiendoiii aceleración
U ni inhibición del procesode enquistamiento.

U
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Fig.15:Gráficaquerepresentael efectodela5-azaCsobrecélulasvegetativasencrecimiento.Serepresentan

losporcentajespromedios,obtenidosdetresrecuentosindependientesdelascélulasprequisticas(formando

u quistesderesistencia)de Colpodainflata, frenteal tiempo(horas).Lasflechasindican losmomentosen que

• se adicionala 5-azaCdisueltaen medio CO,25E1 al cultivo de vegetativos.
U
u
U
U
U Qulsts da mulstsncia(16)
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U so--J
U
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U
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u
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U llampo <ti)e
u
u Fig.16: Gráfica querepresentalacinéticadel procesode enquistamientobajo la presenciade5-azaC(500
u pM). Semuestranlosporcentajesmedios,obtenidosapartir detresrecuentosindependientes,delascélulas

• prequisticasfrente al tiempo (horas).La flecha indica el momentode la adiciónde la droga,disueltaen

u medio de enquistamiento.
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U A las24 horas,seconsigueunosporcentajesmedios(mediaaritméticadetres
U
U recuentosindependientes)de85,8%parael controly de86,2% parael tratadoconla
u 5-azaC(500 iM). Y a las 48 horas,los porcentajesde célulasprequisticasson de
U aproximadamente95,6%parael control enquistándosey de 89,6%parael sometido

a la droga. En ninguno de estos valores se apreciadiferenciasignificativa entre
U
U controlesy tratadoscon la 5-azaC. Al contrario de lo sucedidoen poblaciones
• creciendo,no se detectóuna disminuciónsignificativa del total de células en las
U poblacionestratadasrespectodel control a lo largodel tiempo.
U La 5-azaCno afectóa la cinéticadelprocesodeenquistamiento,ni seobservó,
U
• por microscopiaóptica, ningunadiferenciamorfológica entre los prequisticosdel
U control y los tratados.
u
u
u
u 3. ESTUDIO MICROSCÓPICO DEL SISTEMA NUCLEAR DE Colpoda inflata
U DURANTE EL PROCESO DE ENOUISTAMIENTO
U
u

El sistemanuclear de Colpoda fn/Zata se componede un macronúcleoy un
u micronúcleo,tanto en el estadovegetativocomo quistico. La masamacronuclear
U vegetativaes esférica o elipsoidal, mientrasel micronúcleopuedeser esférico o
U lenticular (Martín-Gonzálezet al., 1991).u

En este apartado,presentamoslos resultadosobtenidosdel estudio del

u comportamientonuclearduranteel procesode enquistamientode C. fn/Zata y de la
cromatina macronuclear,usando diferentes métodos de microscopia óptica y

u
electrónica.

U
U 3.1. Microscopia confocal.
U
u
u Pormicroscopiaconfocalsepuedeestudiarimágenestridimensionalesproducto
u de la integraciónde los diferentesplanosdeenfoquededichoobjeto,deestamanera
U esta metodologíamicroscópicanos ofrece imágenesmásrealesy completasde la
U estructurau orgánuloque se deseaestudiar(Wilson, 1990). Hemosaplicadoesta
U
u técnicaal estudiode la estructuranuclearde los dosestadosdiferenciadosextremos;
U el vegetativoy el quistemadurode C. fn/Zata.
U El fluorocromoutilizadohasidoel yodurodepropidio (YP), el cualseintercala
U

enla doblehélicedelADN originandounafluorescenciarojacuandoseexcitaconluz
u azul (A.= 495nm), siendoestaproporcionalal contenidoenácidonucleicobicatenario
u
U
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u
U (Carter,1990).El protocoloutilizado parala tinción con YP en célulasvegetativasy
u

quisticas,semuestraen el apartado10.3 de la secciónde Materialesy Métodos.
Los resultadosse muestranen las micrografíasde la Fig.17. El macronúcleo

u vegetativo (Fig.17A1) aparececon una cromatina distribuida en regiones más
U condensadasdetamañomuyvariableincluidasenunaregióncarioplásmicaendonde
u
u la cromatinaestamásdifusa, incluyendoespaciosen dondehayausenciade AUNbc
u (sin fluorocromo NT). A su vez, las regionesen donde la cromatinaestá más
U condensada,estánorganizadaspor pequeñoscuerposcromatíicosde intensidad
u fluorescentevariable(Fig.17A2).
u

De acuerdo con la escalaque apareceen la micrografía, el macronúcleo
u vegetativopresentaun diámetromayorde aproximadamente11,6 pm y uno menor
U de 9,1 pm.
u Muy diferente es el aspectoque muestrael macronúcleoen un quiste deu

resistenciamaduro.Como se muestraen la micrografía(Fig.17B), la fluorescencia
u mostradapor el YP es homogéneaen todo el cuerpomacronuclear,no existiendo
u zonas de menor intensidad o de no fluorescencia como se observabaen el
u

macronúdeovegetativo(Fig.17A). Igualmente,y de acuerdo con la escalade la
u micrografía,el macronúcleoquisticotieneun diámetromayorde8,6pmy unomenor
U de 6,3 pirn aproximadamente.En la micrografíade la Fig.17B seobservatambiénel
u

micronúcleo,de forma elipsoidal,junto al macronúcleo.La fluorescenciadel mismo
u escompletamenteuniformeconun diámetromayorde3,3 pm y un diámetromenor
u de 1,3 pm aproximadamente.
U Considerandoque la forma del macronúcleovegetativoy quistico es máso

menoselipsoidaly teniendoen cuentalos valoresobtenidosde los diámetroso ejesu
• mayor y menor de eseelipsoide, podemosrealizar un cálculo aproximadode los
u volúmenesdedichoscuerposelipsoidalessegunla ecuaciónV= 4it/3 x a x b2, donde

a y b sonlos semiejesmayory menorrespectivamente.Losvolúmenesresultantesson
u a

de 492,2 pnx para el macronúcleovegetativoy de 169,4 pm3 para el macronúcleo
u quistico.De ellosededucequeexisteunapérdidadevolumenmacronucleardurante
u el procesode enquistamientode aproximadamenteun 65%, respectodel volumen
u
u original vegetativo.
u
u
u
U
u
U
U
u
• 60
u
U
U
U





U
u
u
U
u

RESULTADOS

3.2. Microscopia electrónica de transmisiónu
u
• Haciendo uso de los conocimientos ya adquiridos sobre la cinética de
u enquistamientode Colpoda fn/Zata, la cual seestudióutilizando comomarcadordel

U nivel de enquistamientoun antisuerocontra paredquistica (Benítez et al., 1994),u
• hemosestudiadolos cambiosultraestructuralesdel sistemanuclear,en esteciliado,
• duranteel procesodeenquistamiento.

Enel estadovegetativoactivoel macronúcleoovoideestaconstituidopor una

u cromatinaorganizadaen numerosospequeñoscuerpos cromatínicos altamenteu
u osmiófilosqueseencuentranincluidosenuncarioplasmafibrilar y/o granularmucho
• menoselectrodenso(Fig.18). El macronúcleovegetativodeC. fn/Zatatambiénpresenta
U numerosasmasasnucleolaresde aspectohomogéneoy agrupadasoriginando un
U

nucleolocompuestoqueocupagranpartedelrecinto macronuclear.Muchasdeestas
u masasnucleolaresllevanasociadounpequeñocuerpocromatínicomáselectrodenso
u

queconstituyeel llamadoorganizadornucleolar(Fig.18A).
El micronúcleode la célula vegetativaeselipsoidalo lenticular con cuerpos

• cromatínicosasociadosen forma de estructuracontinua.Generalmente,y como se
• muestraen la micrografíaelectrónica de la Fig.18, el niicronúcleose encuentra
• localizadoen una oquedado entrantedel macronúcleo,sin que exista fusión deu
u membranasnuclearesentreambossistemas.
u Unavez inducidoel procesodeenquistamiento,ya en lascélulasprequisticas
U tempranas(20 horas después de la inducción), el micronúcleo se separa del
U macronúcleocomosepuedeobservaren la micrografíade la Fig.19Ay comienzana
u
• fusionarselas masasnucleolaresoriginandounasmasasnucleolaresmayoresy más
u irregulares(Figs.19Ay B). Los pequeñoscuerposcromatiicosque caracterizanla
u cromatinamacronuclearvegetativason ligeramentemayoresen los prequisticosdeu

20 horas.Estafusiónpaulatinade masasnucleolaresdurantelasprimerasetapasdel
u enquistamientode C. fn/Zata, se hace más patenteen estadiosprequisticosmás
• avanzadoscomosemuestraen la micrografíade la Fig.20,en dondeseobservaun
u macrónucleoprequisticode30 horascon tres grandesmasasnucleolaresfruto de lau
u fusióndelasnumerosamasasnucleolarescaracterísticasdelestadovegetativo(Fig.18).
u Entre las25 y 36 horasdelprocesode enquistamientodeC. fn/Zata tiene lugar
u la extrusiónmacronuclear,la cualconsisteenla pérdidadeaproximadamente1/3 del

volumendelmacronúcleopor la formacióndeldenominadocuerpode extrusión.En
U
• la micrografíade la Fig.21,observamosunprequisticode aproximadamente36 horas

• enel queya seapreciaunaparedquisticabastanteformada,un corte,probablemente
u
U
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u
U transversaldelmacronúcleoquepresentaun contornobastanteirregular,junto con
u lo que posiblementeesun cuerpodeextrusión(Fig.21,flecha).u

En la Fig.22, se muestrauna micrografíade un prequisticode 36 horasen
u dondeseobservaun corteigualmentetransversaldel macronúdeoy micronúcleo.El
U micronúcleopresentala típica forma lenticular,quenormalmentetiene en el quiste
U

maduroy. de nuevo,aparececercanoa la superficiemacronuclear.El macronúcleo
• presentaunaúnica masanucleolar,fruto de la fusióndetodaslasmasasnucleolares
U del nucleolocompuestoquetiene esteciliado. Igualmente,el citoplasmasemuestra
u bastantedeshidratadoconacinamientodeorganelasy materialmembranoso(Fig.22).
u
u Finalmente,en la micrografíade la Fig.23 secontemplael sistemanuclearde
u un quistemaduro(2 meses).Probablementesetrata de un cortetransversa]anterior
• en dondese observael micronúcleoacomodado,de nuevo,en una oquedaddel
u ocurríaen la célula vegetativa(Fig.18).

macronúcleo,al igual que La cromatinade
ambosnúcleosesmuysimilar,mostrandounatípicaestructuracondensada.También

u sepuededestacarla elevadadeshidratacióncitoplasmáticadel quiste maduro,con

empaquetamientomitocondrial,residuosde autofagosomasy numerososresiduos
u membranosos.u
u
• 3.3. Microscopiaelectrónicade transmisión de cromatina aisladade Colpodainflata
u
U

Unadelastécnicasdemicroscopiaelectrónicaquemáshanayudadoal análisis
• macromolecularde la cromatinaeucariotaha sidola quepodemosdenominarcomo

• “dispersióncromatínica”(chromatinspreading).Medianteestatécnicamicroscópica
u sehapodidodilucidarla estructuramacromoleculary la organizaciónde la cromatina

u transcripcionalmenteactivao inactiva dediversossistemasvivos (Miller andBeatty,
u 1969;TrendelenburgandPuvion-Uutilleul,1987).

u Para completarel estudiorealizadosobrecortes ultrafinos de los cambios
u nuclearesexperimentadosduranteel enquistamientode Colpoda fn/Zata, hemos

• aplicadodicha técnica sobrecélulas en fase vegetativa,prequisticosy quistes de
u resistenciamaduros.
U
u

3.3.1. Cromatina de célulasvegetativas
u
u Unavezpreparadaslascélulas,segúnel protocolodescritoenelapanado9.2.1.
u

de Materialesy Métodos,seprocedióa la dispersiónde la cromatina,básicamente
• macronuclear,tanto a partir del material nuclearaislado(Fig.24) comoa partir de
U
u
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u
• célulascompletas,enpresenciadetampónborato0,1mM (pH 9) durante20 minutos.
u En la micrografíadela Fig.25Aseobservaunavisióngeneraldelaspectoquemuestrau
• unamasamacronudearvegetativadespuésderealizarla dispersióncromatínica.Este

u cuerpomacronuclearsedeshaceen unared o malla de fibras entrelazadas,que se
U agrupanformando cordonespolinémicos (Fig.25B). Estos cordonespolinémicos
U

pueden estar constituidos por numerosasfibras de 50-70 nm de espesorde
• configuraciónsupranucleosomal.
U A veces,entrelas fibras o cordonesfibrilares, aparecencuerpospoligonales,
u

generalmentede seis caras(hexagonales),de cromatinacondensada(Fig.26). Estas
formas no son muy abundantesen el estadovegetativo,presentandotamañosmuy

u diversos.Además,en esta mismamicrografíade la Fig.26, podemosapreciardos
U formas de dispersiónde las fibras que componenlos cordonesde cromatina
u macronuclearde C. fn/Zataenestadovegetativo;hacesdefibras linealesquedivergenu
u a lo largo de diferentespuntosque forman los cordonespolinémicosy hacesen
U dondelasfibrasno sedispersanlinealmentesinodeformafestoneada(Fig.26,flecha).
• Cómosemuestraen la micrografíade la Fig.27, la cromatinacompletamente

dispersadase muestra,como la típica cromatinaeucariota,constituidapor fibrasu
u uniformementeorganizadasen cadenasnucleosomales.Aunquela cromatinade la
U célula vegetativaes una cromatinatransaipcionalmenteactiva, no hemospodido
e detectaro identificar complejosde transcripciónentrelasmicrografíasobtenidas.En
U• algunasde las micrografíasanalizadaspodriamosinterpretarlas divergenciasentre
u fibras comohorquillasde replicación,peroestaconsideracióndeberíade dilucidarse

• aplicandoalgúnmétodode marcaje.
u
u
U
u
u
U
u
U
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U
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u
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U
• Fig.20:Micrografíademacronúcleoprequisticode30horas.Lasmasasnucleolaresseencuentranfusionadas

u en tresúnicasmasasnucleolares<flechas><27.500x)

u
U Fig.21:Micrografíadeunacélulaprequisticade36 horas.La flechaindicala presenciadeun posiblecuerpo

U deextrusión.(14.850x)
u
u
• FIg.22: Detalle del sistema nuclear de un prequistico de 36 horas. Las masasnucleolaresaparecen
• fusionadasen unaúnicamasanucleolar (flecha).El micronúcleo(Mi) adquierela forma lenticular.Ma=

u macronúcleo.<24.750x).

U
u F1313: Micrografía de un quiste de resistenciamaduro (2 meses). Las cromatinasmacronucleary

U micronuclearpresentanuna estructurasimilar. Mi= micronúcleo,Ma= macronúcleo.El citoplasmaestá

U altamentedeshidratadomostrandoempaquetamientomitocondrialy residuosde autofagosomas.(28.500
U x).
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U
U 3.3.2. Cromatina de célulasprequisticas y quistes maduros
U

Aplicandola mismametodologíaa los quistesderesistenciamaduros(2meses)U
u de Colpoda fn/Zata,se obtuvieronlos resultadosquesemuestranen las micrografías

U de la Fig.28. La mayorpartede la cromatinamacronuclearquisticaestáconstituida
u por cuerpospoligonales,semejantesa losobservadosenla cromatinavegetativa,pero
• en muchamayorcantidad(Fig.28A). La superficiemedia,ya queel tamañoesmuy
u variable,deestasláminaspoligonalesdecromatinaesde0,2-0,04 m’. La mayoríade
U estasformaspoligonalesson hexagonales,de ladosdesiguales.Estoshexágonosdee
u cromatinaestánformadospor fibras de organizaciónnucleosomalempaquetadaso
• compactadas(Fig.28B). Por lo tanto,estasestructuraspoligonalessonel resultadode
U una organización supranucleosomalfruto de la agregación de las fibras
• nucleosomales.
u

Con la finalidad de intentar disgregarel contenido cromatíico de estas
• estructuras,seincubaronlos macronúcleosquisticosen tampónborato0,1 mM (pH

• 9) durante2 horas, en lugar de los 20 minutos utilizadosen los vegetativos.Los
resultadosno se diferenciaronde los obtenidostras la incubaciónestandar(20

U
• minutos),apareciendo,denuevo,los cuerposo láminaspoligonales.Seconsiguióuna
U parcial disgregaciónde estasconfiguracionescromatínicas,despuésde someterlos,

u duranteunanoche,a la accióndeltampónborato0,1 mM (pH 9). Estosresultadosseu• aprecianen la micrografíade la Fig.29,endondelasflechasseñalanla presenciade
• fibras extendidasquesurgendel cuerpoo agregadocromatínico.
U Este mismo estudiollevado a cabo sobrecélulasprequisticas,nos reveló la
u

presenciade lo que podriamos considerar estadosintermedios de agregación
cromátinica.Enla micrografíade la Fig.30,semuestraunapreparaciónde cromatina

• macronuclearprequistica(célulasprequisticasde84 horas),tratadade la mismaforma
U

quelos vegetativos(incubaciónestandar),endondeseaprecia(indicadospor flechas)
pequeñosgrumoso agregacionesirregularesdecromatinaquepodríanconstituirlos

• centros iniciales de agregacióna partir de los cuales se originarán los cuerpos
• poligonalesquisticos.Estasobservacionespuedenservirnosparaelaborarun posible
U modelo que explique la formación de los cuerpos poligonales (hexagonales)
U

característicos de la cromatina quistica, cosa que haremos en el apartado

• correspondientede la Uiscusión.
u
u
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u
U 4. ANÁLISIS POR CITOMETRIA DE FL~l~ DEL CONTENIDO DE ADN TOTAL

DE POBLACIONES DE CÉLULAS VEGETATIVAS Y QUISTES MADUROS DE
ColpodainflataU

u
• Una de las técnicasmás utilizadas para estudiarel contenidode AUN en
u
• poblacionesmicrobianasesla citometríadeflujo usandofluorocromosespecíficospara
• AUN (Ormerod,1990).Hemosaplicadoestatecnologíaal estudiode las variaciones
U en el contenidodeAUN total (básicamentemacronuclear)duranteel enquistamiento

u deColpodafn/Zata,empleandolaspoblacionescelularesdiferenciadasdedichoproceso;u
• vegetativosy quistesmaduros.
• El fluorocromoutilizadofue el UAPI (46-dianúdino-2-fenilindol)aplicandoel
U protocoloespecificadoen el apartado10.2de Materialesy Métodos.

u Las medicionesse realizaronsobrepoblacionesde vegetativosy de quistes
U
• maduros(2 meses),obteniéndoselos histogramasde amplificación lineal que se

• muestranen la Fig.31.Estoshistogramasrepresentanla distribuciónde frecuencias
u de contenidosde AUN totalen laspoblacionesdevegetativos(Fig.31A) y quistesdeu

resistencia(Fig.315).
• El histogramadela Fig.31A,muestrala distribucióndecontenidodeAUN total

U (enel ejehorizontalo abscisa)frenteal númerode célulasvegetativasregistradas(en

u el eje verticalu ordenada).En estehistogramase apreciauna distribuciónbastante
U
• homogéneade las frecuenciasde los contenidosde AUN total, con unamediade
u fluorescenciade AUN (307)quecoincideconel valorde la medianade la curva(307),

U indicandouna alta simetría de la distribución de frecuenciasde la poblaciónde
u células vegetativasde C. fn/Zata. El pequeñopico que apareceen la izquierda,u
• solapadocon los valoresmenoresde la curvaprincipal,probablementecorresponde
• a elementoscontaminantesde muy bajo contenidoen AUN o de fluorescenciade
• UAPI (Fig.31A).
U El histogramadela Fig.31Bnos muestrala distribuciónde contenidodeAUN

u total frente al númerode quistesmadurosregistrados.Estadistribuciónya no estan
• homogéneay simétricacomola mostradaenel histogramade vegetativos(Fig.31A),

U el valor de la mediade fluorescencia(162) no coincidecon el valor de la mediana
U
• (152), indicándonosciertaasimetríaenla distribuciónde frecuenciasen la población
u quistica de C. fn/Zata. Al igual que en el histogramade vegetativos,apareceun

pequeñopico debajaintensidadfluorescente,queasumimosdebidoacontaminantes
u de la muestra(Fig.31B).u
U
U
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Histogramas de Citometria de Flujo (ADN).

QUISTES

IB

Fig.31: Histogramasde las distribucionesde frecuenciasde los contenidosde AUN total obtenidospor

citometria de flujo, tras tinción conDAt’!, de poblacionesde célulasvegetativasy quistesmadurosde
Colpodainflata. El ejehorizontalindicael contenidodeAUN y elverticalmuestrael númerode células.A:

Histogramadeunapoblacióndecélulasvegetativas.B: Histogramadeunapoblacióndequistesmaduros.

En ambosse incluyenlos principalesdatosestadísticosobtenidosde los histogramas(M= media,Mn=
mediana,DS= desviaciónestandar,CV= coeficientedevariación>.
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U El análisis comparativo de ambos histogramas(Fig.31)y susdatosestadísticos

u nos lleva a realizarlas siguientesconsideraciones:u
u
U 1- Los coeficientesde variación (CV) de ambos histogramasse diferencianen

u aproximadamenteun 18,2%,siendoel de la poblaciónde quistessustancialmente
u• superiorrespectode aquelquerepresentala poblaciónde célulasvegetativas.El

U CV, quesecalculaapartir de la desviaciónestandar(Ormerod,1990), nosda una
• ideade la calidaddel histogramade AUN obtenido,siendoestamayor cuandola

CV tienevaloresbajos.A pesarde queamboshistogramasalcanzanvaloresdeCVu
• altos;39,2%paravegetativosy un 57,7%paraquistes(Fig.31),existeunadiferencia
u importante entre ambos, lo cual confirma la dificultad de realizar mejores
• medicionesen las poblacionesquisticas,con mayor posibilidad de existenciade

elementoscontaminantes,respectode los vegetativos.
U
u
• 2- LosvaloresdeAUN paraambaspoblacionessonmuy amplios,lo quenosindica

u la granheterogeneidaden los valoresde ploidia macronudeary másexactamente
U

del contenidototal de AUN de los vegetativosy quistesde Colpodafn/Zata.

U
• 3- Existeunadiferenciasustancialentrelos valoresmediosobtenidosdelcontenido
u deAUN totaldeambaspoblaciones(Fig.31). Estadiferenciarepresentaunapérdida
U

deaproximadamenteun47%delAUN total duranteel procesodeenquistamiento,
• o enotras palabras;los quistesde C. fn/Zata contienen,aproximadamente,un 47%
U menosde AUN quelos vegetativos.
u
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u
U 1. ADN MACRONUCLEAR VEGETATIVO Y OUÍSTICO DE Colvodainflata
u
u

Tanto el AUN total (aunquebásicamentenacronuclear)de vegetativoscomo
u de quistesde resistenciamadurosde Colpoda fn/Zata mostró un comportamiento
U electroforético, en electroforesis convencional, similar al mostrado por

u himenostómidoscomoTetrahymenathennopfla, Glaucomachattoni(Katzenet al., 1981),u
• en peniculinos como Paramecfum (Steinbrúck et al., 1981) y en el heterotrico
u Blepharisma japonicum (Salvii et al., 1983), lo que nos indica que el genoma
• macronuclearde C. fn/Zata no estaconstituidopor moléculasdetamañogénico(0,4 a
u

20 Kb de tamañopromedio) como ocurre en ciliados hipotricos (Prescott,1994;
• Railcov, 1995) o en algunosciliados cirtofóridos (con macronúcleoheteromérico)
• (Lahlafi and Metenier, 1991; Steinbrúcket al., 1995), sino que estaorganizadoen

u elementosmolecularesde tamañomuy superior,comolo demuestranlos resultados
U

obtenidosen las electroforesisde campopulsado.
• En protozoosciliadossehandistinguidoal menosdos tipos de moléculasde

• AUN constituyentesdelmacronúdeo(Raikov,1995);moléculasdetamañogénicoque
u se puedenfraccionaren una electroforesisconvencional(como es el caso de losu
• hipotricos) y moléculasde tamaño subcromosómico(referido al tamañode los
u cromosomasdelmicronúcleo),quelo presentanespecialmentehimenostómidosentre
• otros ciliadosy queno puedenserfraccionadaspor unaelectroforesisconvencional.
e

Los resultadosmuestranque el AUN-Ma de C. fn/Zata sepuedeincluir en el
• segundogrupoantesmencionado,esdecir;moléculasmacronuclearesdetamañomuy
U superioral tamañogénico. El análisis del genomamacronuclearde C. fn/Zata, por
U electroforesisde campo pulsado (modalidad CHEF) mostró que las moléculasu
U macronuclearessedistribuyendentrode un rangode tamañosdesde90 hastaunas
u 2.000 Kb aproximadamente,presentandounamediade 1.100 Kb.
U Cuandonos disponemosa realizarun estudio comparativocon los escasos
u

datospublicados,sobreanálisisdegenomasde protozoosciliadospor el sistemade
• campopulsado,nos encontramoscon el problemadelas diferentesmodalidadesde
• campopulsadoutilizados.Básicamente,las dos modalidadesutilizadasen trabajos

sobre ciliados han sido OFAGE (Orthogonal-field-alternation-gel-electrophoresis),
U• aplicada sobre Tetrahymenathennophila (Altschuler and Yao, 1985), Paramecium

• tetraurelfa (Phanet al., 1989) y P. primaurella (CaronandMeyer, 1989)y la modalidad
• CI-IEF aplicadaen Blepharfsmajaponfcum<Ballarii et al., 1992; Piras et al., 1989),
u Paramecfumprimaurelfa (Caron,1992)y T. thermophfla(Lah.lafi andMétenier, 1991).
U Sabemos(Amils y Abad, 1990) que el sistemaOFAGE de campopulsado,

u
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u
U producebandasqueporsercurvadasdificultanla medidadetamañosal compararlas
U conmarcadores,a diferenciade la modalidadCHEF, quea pesarde quepierdealgou

deresolución,lasbandassonrectaspor lo quegarantizaunamejorcomparacióncon
• los marcadoresde tamaño.

U Sicomenzamosnuestroestudiocomparativoporel tipo deciliado,tenemosque
en Tetrahymenathennophila se han utilizado, indistintamentelas modalidadesdeu
OFAGE y CHEF, junto con la ultracentrifugaciónen gradientede sacarosapara

u determinarel rangode tamañodel genomamacronuclearde esteciliado.

Por OFAGE se hanobtenidorangosde tamañoquevan desde21 a valores
u• superioresde 1.100 Kb (Altschuler and Yao, 1985) y de menoresde 100 Kb a

u superioresde 1.800Kb, presentandounamediadeaproximadamente800 Kb (Raikov,
U 1995).Usandola modalidadCHEFsehanobtenidorangosdesde100 Kb hastavalores

superioresa 1.100 Kb (Lahlafi and Metenier,1991).
U

Tantoenel presentetrabajocomousandocuatroespeciesdiferentesdel género
u Tetrahymena(Palacioset al., 1992),el rangoobtenidofue algo superior;desde200 a
U unas 2.000 Kb, con un valor promediode 1.000 a 1.100 Kb. Por el contrario, la

estimaciónpor ultracentrifugaciónen gradientede sacarosasubestimael valoru
U promedio del AUN-Ma, dando un valor de aproximadamente600 Kb para T.
u thennophfía (Preer and Preer, 1979). Creemosque la estimacióndel tamaño de
U moléculasmacronuclearesusandola técnicaelectroforéticadecampopulsadoesmás
U• seguray menosagresivaque los métodos de ultracentrifugación,que conllevan
• ruptura de moléculas,de aquí la subestimaciónque se consigue (Raikov, 1995).
U Además en este tipo de electroforesisse analizan las macromoléculasintactaso

nativastal y como estanen el macronúcleo,por lo quela estimacióndel tamañose
U
• acercamása la realidadsi asumimosquela mayoríadel AUN-Ma estáen forma de
• moléculaslinealesy quecualquierproteinaresidualqueaúnesteunidaal AUN no

U afectasustancialmentela migraciónde lasmoléculas.
u Al contrariode lo obtenidoen T. thermophula,las dos especiesde Paramecium

• estudiadasusandocampopulsado,muestranvalorespromediode tamañodel AUN-
u Ma similaresa los obtenidospor el métodode gradientedesacarosa.Así, P. tetraurelia
• (Phanet al., 1989)muestra,por OFAGE, unrangode 100 a 500Kb conun promedio
U

de 450 Kb. Estamismaespecieanalizadaen gradientede sacarosadió un tamaño
u mediomolecularde 300 Kb (PreerandPreer,1979),valorestequecoincidebastante
• conel mostradoencampopulsado.Otraespeciedeestemismogénero,P. primaurelfa,

u analizadapor OFAGE (Caron andMeyer, 1989) y CHEF (Caron,1992) mostróunu
• rangode 50 a 800 Kb con un promediode300Kb, coincidiendocompletamentecon

u
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U
U el valordadoen gradientede sacarosaparala especiede P. tetraurelia.
U Al ser las moléculasconstituyentesdel genomamacronuclearde Paramecfum,
U

sustancialmentede menor tamañoquelas mostradaspor Tetrahymena,menoresla
• probabilidadderupturade lasmismas,haciendoquelos datosobtenidospor ambos
U sistemascoincidanbastante.

Las moléculasde AUN-Ma de Colpoda fn/Zata junto con otras especiesdelu
mismogénero(C. cucullus,C. spfralfsy C. maupasf)muestranun tamañopromediode

u unas1.000Kb (1.045Kb paraC. fn/Zata), tamañomolecularqueseasemejamásal de
• Tetrahymenathermophula(promediode 800 Kb) y sealeja respectoal presentadopor
e

otros ciliadoscuyoAUN-Ma no sefraccionaenunaelectroforesisconvencional,tales
• comoParamecfum(promediode300/450Kb), Glaucomachattoni (100-300Kb) (Katzen
U et al., 1981) o Blepharismajaponicum (Ballarini et al., 1992)con 100 a 170 Kb.
• Otro punto que tambiénpodemosdiscutir aquí, es sobre la utilización dele

término “cromosómico”o “subcromosómico”paradefinir el tamañodelasbandasde
• AUN-Ma obtenidas en las electroforesis de campo pulsado. El término

• “subcromosómico”sedeberíade utilizar al compararel AUN-Ma respectodel AUN-
Mi (cromosómico)delciliado encuestión,ya quedurantela formacióndelMa apartiru
delMi, en la conjugación,existeunapérdidadeAUN-Mi, por ejemplodeun 10 a un

U 20% en T. thermophfla (Prescott,1994).Por el contrario,cuandoseutiliza, a modode
U marcadoresde tamaño,los cromosomasde otro microorganismoeucariotacomo
U• Saccharomyces cerevisae, existe coincidencia de tamaños de las moléculas
• macronuclearesdeciliadoscomoT. thennophylay C. fn/Zata conlos cromosomasde la
U cepa de levadurautilizada. Por lo que, se puedenconsiderarciertamentecomo
U moléculasdetamañocromosómico,al compararlasconel genomade otroeucariota.u

En estemismosentido,Caron(1992), hacereferenciaa verdaderoscromosomasal
u referirseal AUN-Ma de Paramecfumprfmaurelia.

• El patrón electroforético(CHEF) del AUN-Ma vegetativode C. fn/Zata se
u• componede dos regionesbien delimitadas.La primera,constituidapor dos o tres
• bandasdefinidasselocalizanenel limite deresolutorioelectroforético,coincidiendo
• con las bandascromosómicasmayoresde 5. cerevfsae.La segundaregión,esmucho
• másampliay estaconstituidapor unapoblaciónprácticamentecontinuademoléculas
U macronucleares,en la cual se puedendistinguir algunasbandasdiscretasmás
• conspicuas.Hay dos gruesasbandasque destacansobreel resto de 700 y 200 Kb
• aproximadamente.
u Estetipo de patrónes similar al mostradopor Parameciumtetraurelfa (Phanetu
• al, 1989) y P.primaurelia (Caron,1992),esdecir;bandasdiscretasde elevadotamaño
u
U
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U en el límite de resoluciónelectroforéticoy una segundaregión formada por una
U

poblaciónheterogéneay continuade moléculasde menor tamaño.
Estospatronessediferenciannotablementedel mostradohabitualmentepor

• diferentesespeciesde Tetrahymena(Palacioset al., 1992), incluyendoT. thermophila

• (AltschulerandYao, 1985),en los cualesprácticamentetodosuAUN-Ma seorganiza
e en bandas discretas bien definidas en un patrón discontinuo. Esta evidente
• discontinuidaden el patrónde moléculasde AUN-Ma nos puedeindicar queestas
• moléculas macronuclearesse organizanen grupos de tamañosbien definidos,

mientrasquepatronescasicontinuos,comoel mostradopor C. fn/Zatay otrasespecies
U del mismo género,nos indicaríanque el macronúcleoestaríaconstituidopor una

• población de moléculasde tamañoheterogéneoe intermedioentre aquellasque
U formengruposde tamañobiendefinidos.
u Si esteespectrodemoléculasmacronuclearesresultarade la rupturaal azardel
U
• AUN-Ma, la hibridaciónconunasonda(gen)específicasedetectaríasimultáneamente

• enunaampliavariedaddefragmentos.Nuestrosresultados,trashibridaciónconuna
u sonda ribosómica, que discutiremosmás adelante,nos indican que esta última
u

consideraciónno es cierta,por lo quedebemosconsiderarqueestepatróncontinuo
• de moléculasmacronuclearesesla forma enqueciertamenteseencuentranenel Ma
U de C. fn/Zata.

• El patrón electroforéticodel AUN-Ma quistico de C. fn/Zata no se diferencia
U muchodelmostradopor la formavegetativadeesteciliado,salvoqueenestepatrónU
• ya no se puedendistinguir bandasdefinidas dentro del mismo, ni las dos más
• conspicuas(700y 200 Kb) queseobservabanenel vegetativo.Esto sepodríaatribuir
u

a dos posiblescausas,quepuedenno excluirsemutuamentey por lo tantosumarse
• susefectos.Así, podríadeberseala existenciadeunapérdidasustancialdeAUN-Ma

• que tiene lugar duranteel enquistamientoy que hacequeel quiste maduroposea
U menosAUN-Ma respectodel vegetativo.A esta realidad,que discutiremosen un
U
• apartadoposterior,sele puedesumarel efectode la presenciaenel bloquede agar,
u dondeestala muestra,derestosdeparedesquisticasquepodríanretenero bloquear
• la correctamigraciónde lasmoléculasa travésdel gel.

Uel análisis del densitogramadel AUN-Ma vegetativo de C. fn/Zata enu
electroforesisde campopulsadoseha estimadoel númeropromediode moléculas

• quepuedenconstituirel Ma deesteciliado. El valorobtenido (aproximadamente433
• moléculas macronucleares)sería el correcto, siempre y cuando consideremos
u

probableso ciertasdos proposiciones:queel tamañodel genomade C. fn/Zata sea
• similar al valor obtenidopara T. thennophila (220.000Kb) y quecadatipo molecular
u
U
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U
U macronuclearestuvierapresenteen un númerosimilar de copias,excluyendoel
• AUNr. El resultadoobtenidoparaC. fn/Zata (unas433 moléculasmacronucleares)seu
• acercamásal valorobtenido,enbasea la distribuciónde tamaños,paraT. thermohyla

u (270 moléculasmacronucleares)que a los valoresobtenidosen ciliados hipotricos,
• como Oxytrfcha nova (46 x 106 moléculas/Ma)(Prescott,1994), los cualespresentan
u

masasmacronuclearesconstituidaspor moléculasmuchomáspequeñasquelas de
• colpódidoso himenostómidos,pero muchísimomásabundantes.
u
• La hibridaciónconla sondaribosómica(17/18S)sobreel patrónelectroforéticoe
• (CREP) de células vegetativasmostróla localizaciónde dicho genen una banda
u definidade 200 Kb, quecoincidecon unade las bandasmásgruesas(detectadapor
• tinción con EtBr) de la segundaregiónen quesedividió el patróndemoléculasde
u

AUN-Ma deC. fn/Zata.Al tratarsedeun genribosómico,eslógico quehibrideconuna
• de las bandasmásconspicuasdel patrón, indicandola amplificacióndiferencialde
U dicho genmacronuclearfrente al resto,lo que, en general,coincide con los datos

• obtenidospara el restode los ciliadosestudiadosrespectoa genesm~cronucleares
u ribosómicos(Prescott,1994).u
U Los estudios,en ciliados,queutilizan la electroforesisde campopulsadoson
U escasosy aúnlo son másaquellosque realizanhibridacióncon sondasespecíficas

sobrecopiasdeestaselectroforesis.Por ello, el estudiocomparativoconotros ciliadose
estaextraordinariamentelimitado.Ennuestrocasoconcreto(sondaribosóntca)estaría

u limitado a sólo dos casospublicados;T. thermophfía (Altschuler and Yao, 1985) y
• Parameciumtetraurelia (Phanet al., 1989), en amboscasosse utilizó la modalidad

u OFAGE.En T. thermophfla, los autoresutilizan unasondaribosómicano especificada
U
• que hibrida positivamentecon una de las bandas más pequeñasdel patrón
U electroforético,con una estimaciónde tamañode aproximadamente350 Kb. Los

• resultadosobtenidosenP. tetraurelfa(Phanetal., 1989) soncompletamentediferentes,u• ya que se obtienehibridación positiva, con una sondaribosómica,en el limite de
u movilidad electroforético,sobremoléculascon un tamañosuperiora 500 Kb. Los

U autoresafirmanquesusresultadoscoincidenconlos obtenidospor Findly andGalí
u

(1978), confirmandoque esencialmentecasi todo el ADNr-Ma de este ciliado esta
formadopor moléculascirculares,y, puestoque,en el sistemaOFAGE lasmoléculas

U circularesmigranmáslentamentequelinealesdelmismotamaño,y sumovilidades
• independientedel pulso utilizado, los autoresproponenqueprácticamentetodo el
u

AUNr-Ma de P. tetraurelia esde naturalezacircular.
• Nuestrosresultadosseaproximanmás a los obtenidosen T. thermophfla, es

U
u
U 79
U
U
u
U



e
e
u
e
• DISCUSIONu
• decir; los genes ribosómicos,independientementede su organización, estarían

presentesen los fragmentossubcromosomalesmacronuclearesde menor tamañou
dentro del patrón molecularobtenido por electroforesisde campopulsado.Muy

• probablemente,estasmoléculasseanlinealesen C. fn/Zata, al igual quelo son en T.

• thermophfía (AltschulerandYao, 1985) y a diferenciade lo obtenidoen P. tetraurelia
u

(Findly andGail, 1978;Phanet al., 1989).
U Cómo se describeen los resultados(apartado1.2.1.), la sondaribosómica
U (17/185) de C. ¡ii/Zata hibrida heterólogamente con la banda cromosómica
u (cromosomaXII) más alta (aproximadamentede 2.000 Kb) de la cepa 513 deu
• Saccharomycescerevisae,lo queconfirmalos resultadospreviamenteobtenidossobre

U estemicroorganismoencariota(CarieandOlson,1985),endondesedetectó,enesta
U bandacromosómica,los genesparalosARNr. Porlo tanto,y comoeradeesperarpor

el tipo de cebadoresutilizados,nuestrasondaribosómicacontemplauna secuencíau
ribosómica17/185universalparaeucariotas,puestoquereconocegenesribosómicos

• de unalevaduray los localizaen el denominadocromosomaXII, comoya sehabía
• descrito previamente(Caríe and Olson, 1985). Todo ello, ratifica la fiabilidad de
U nuestrosresultadosy la utilidad de la sondaobtenida.e
U Los resultadosobtenidossobremuestrasde quistesmadurosde C. fn/Zata,
U mostraronsermuy diferentesrespectoa los obtenidosenvegetativos.A pesarde que
u el patrónelectroforéticono fue muydistinto delmostradoporlas célulasvegetativas,
u

no sedetectóningunabandade hibridaciónpositiva sobrealgunabandade dicho
• patrón,sinoúnicamentedentrodelpocillo delgel. Estosresultadospuedentenerdos

• interpretacionesdiferentes:la primerasepodríabasarenel hechodequeenel bloque
u

de agarosahay quistesderesistencia,lo quequieredecir quela liberacióndel AUN-
• Ma y el pasodelbloque(pocillo) al gel deresoluciónpodríaversedificultado por la
• presenciade paredesquisticasy/o de quistes completosno digeridos dentro del

bloque.Esta hipótesisse ve un tanto impugnadapor el hechode que moléculas
U mucho mayores del mismo patrón penetranen una cantidad,que creemos,lo
• suficientementealta parapoderdetectarhibridaciónpositivasi existiera.La segunda
U interpretaciónposibleseriala quecontemplala posibilidadde queestasmoléculas,

en el estado quistico, se encontraranacomplejadaso asociadasa elementos
U• nucleolares,quepodríandificultar su liberacióny entradaal gel. Si estoesasí, esta

u segundahipótesisseveríaratificadapor nuestrasobservacionesusandomicroscopia
• electrónicadetransmisión(queserándiscutidasenel apartado3.1.),dequelasmasas

nucleolaresvegetativassefusionanen unaúnica masanucleolarquistica,duranteel
U
• proceso de enquistamiento. Esta fusión puede llevar consigo una extensa
u
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U reorganizaciónde estasmoléculas,junto con la compactaciónpor proteinasde la
U

regiónnucleolar,de lo queresultaríaunacromatinanucleolaraltamentemodificada
• y deshidratadaqueimpediríala entradadeestasmoléculas,relativamentepequeñas,
• en el gel de agarosa.
• Otro aspectointeresantedel análisis realizadopor electroforesisde campo
e
• pulsado,es el que nos muestrael quimiolumigramaque reune,en un mismogel,
U diferentesespeciesdelgéneroColpoda (Fig.9). Lascuatroespeciesdiferentesdelgénero
U Colpoda estudiadas,mostraron diferencias en cuanto a la localización del gen
• ribosómico17/lBS enel patrónelectroforéticodemoléculasdeAUN-Ma. C. cucullusu
• y C. fn/Zata mostraron la misma localización (banda de unas 200 Kb
• aproximadamente),mientrasqueC. spfralisy C. maupasfpresentabanunalocalización

• dedicho genribosómicoenfragmentossubcromosómicos-macronuclearesde mayor
u tamaño(260 y 450 Kb respectivamente).En todoslos casos,siemprefue una única
• bandadefinida la quedio hibridación positivaheterólogacon la sondaribosómica,
u corroborando,por un lado y de nuevo, la veracidaddel patrón electroforético
• obtenido del AUN-Ma intacto y por otro lado, mostrandocierto poliformismo
U macronudearen la localizaciónde la bandaque contieneel genribosómico.Esta
e
• última peculiaridad,quehemosdescubiertopor primeravez enciliadosusandoesta
U técnicaelectroforética,podríaserde granutilidad paraestudiosdepolimorfismos
U

genómicosdeciliadoscolpódidos,y suidentificaciónanivel deespecie,sinpasarpor
el análisisdel corticotipo. Igualmente,la técnicaen si mismapudieraser útil para

u otros protozoosciliados con genomamacronuclearconstituido por moléculasde
• tamañosubcromosómico.
u
u
• Comoya indicamosenlos resultados(apartado1.2.2.),la nucleasaBal 31 suele
U presentardosactividades.Unaactividadmayoritaria3’-exonucleásicaqueactuasobre
U AUNbc lineal y otra actividadsecundariaendonucleásicasobreel AUNmc originado
U
• por la principal actividadexonucleásica(Sambrooket al., 1989). Además,la Bal 31
u puede romper AUNbc superenrollado,siendo el AUN circular superenrollado
U especialmentesensibleasu actividadendonudeásicay asíoriginarcírculosrelajados
u

y posteriormenteAUN lineal.Uebido a estaspeculiarescaracterísticasquepresentaestaenzima,algunosautoresla hanutilizado para acortaro retirar secuenciasterminales (telómeros)de
• moléculasgenómicas(AltschulerandYao,1985)oestudiarla circularidado linealidad
u

dedeterminadasmoléculasmacronudeares(Phanet al., 1989).Encualquiercaso,los
• posiblesresultadosderivadosde la utilizaciónde dicha enzimasuelenser de difícil
U
U
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U interpretacióny estánsujetosaotrosfactorescomoel tiempodeincubacióndel AUN
U

enpresenciade la enzima.
• Paracompletarnuestroestudiosobreel AUN-Ma vegetativoy quiísticode C.

• fn/Zata, seutilizó estaenzimaen términossemejantesa los mostradosen un trabajo
• sobreAUN-Ma de Paramecfumtetraurelfa,usandoigualmente,electroforesisdecampo
U
• pulsado(Phanet al., 1989). Los resultadosmuestranque exposicionesde 15 y 30
• minutos degradan prácticamente todo el AUN-Ma vegetativo del patrón

U electroforético localizado por encima de los 835 Kb. En AUN-Ma quistico la
u

degradación,conlos mismostiemposde incubación,esbastantemásintensaquela
mostradaen lasmuestrasdecélulasvegetativas.Estadiferenciasepodríaatribuir,por

• un lado,a la menorcantidaddeAUN-Ma presenteenel quistemaduroy porlo tanto
• un mejor accesode la enzimaal AUN y unadigestiónmásrápidae intensa,y por
U otro lado, a la posibilidadde un mayorsuperenrollamientodelAUN-Ma quistico.
• Al igual que en Paramecfum tetraurelia (Phan et al., 1989), la Bal 31

U eventualmentecomienzaa digerir el AUN-Ma de mayortamaño,ya seaporqueeste
• AUN-Ma, de tamañopromediode 1.045 Kb, seamayoritariamenteAUNbc lineal ou

AUNbc superenrolladocircular. Esta última posibilidadpareceser quese da en el

U AUN ribosómico de P. tetraurelfa, el cual se localiza en el límite de resolución
U electroforético(modalidadOFAGE)conun tamañosuperiora500 Kb, deaquíquelos
U

autores(Phanet al., 1989) lo interpretencomoqueesencialmentetodoel AUNr-Ma
de P. tetraurelfa esteformadopor moléculascirculares.

U En nuestrocaso,para C. fn/Zata,no podemosasumir con certezaque estas
• moléculasde elevadotamañoseanmoléculascirculares,por otraparte,el AUNr-Ma
U de C. fn/Zata selocalizaen unabandade 200 Kb al final del patrónelectroforéticoyu
• estalocalizaciónsemantieneen lasmuestrasdevegetativostrasdigestiónconla Bal
U 31. Estonos indica, queestasmoléculas,de tamañorelativamentepequeño,no son

fundamentalmenteafectadaspor la Bal 31 en estas condiciones y que muy
U
• probablementeseanmoléculaslineales.
• En los carriles con AUN-Ma quistico digerido con la Bal 31, no se detectó

• hibridación positiva con la sonda ribosómica, a lo largo del patrón molecular
macronuclearobtenidopor CREP,al igual queocurríaenmuestrasno digeridasporu
dicha enzima.Pero, a diferenciade lo mostradoen las electroforesisde muestrasde

U quistesde C. fn/Zata, no sedetectóhibridaciónpositiva en el interior delbloquede
agarosa o pocillo, lo que podemosinterpretarcomo que la Bal 31 ha digerido

U
sustancialmentedichoAUNr-Ma a fragmentosmenoresde200 Kb e indetectablespor

• la sonda.El significadode estos resultados,sobreel ADNr-Ma de los quistes de
u
U
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resistenciade C. fn/Zata, sehacedificil por lo queseríanecesariounestudioadicional

U sobreel estadoen queseencuentranestasmoléculasen el macronúcleoquistico dee
• esteciliado.
U
U
u

2. CAMBIOS EN EL PAflÓN DE METILACIÓN DEL ADN MACRONUCLEAR
• DE Colvoda inflata DURANTE EL ENQUISTAMIENTO
e
u

Existennumerososresultados,enorganismoseucariotas,quemuestranqueel
• controlde la expresióndeciertosgenesenprocesosde diferenciacióny desarrollo,al
• igual queel mantenimientode la forma celulardiferenciada,estánrelacionadoscon
U los cambiosen el patrónde metilaciónde residuosde citosinaenel AUN genómico
U
U (Bird, 1984;Cedar,1988;Chomet,1991;Uoerfler,1983;Uoerfleret al., 1990;Razinand
• Cedar,1991; RazinandRiggs, 1980).
U Al ser el procesode enquistamientoen protozoosciliadosun mecanismode

diferenciaciónquelleva consigoaperturade genesespecíficos,nos preguntamossi,e
• y al igual que ocurre en en otros procesoscriptobióticos microbianos(Zhu and
u Henney,1990), pudieranexistir cambiosen el patrón de metilacióndel AUN-Ma,
• ligadosal enquistamiento.
U

En primer lugar, el análisis de restricción con diversas endonucleasas
• (isoesquizómeros)nos mostróla ausenciade metilaciónen residuosde adenina,al
• menosen las adeninasde las secuenciasanalizadas,enel AUN-Ma de esteciliado.
• Los resultadosfueronsimilarestantoparael AUN-Ma vegetativocomoquistico.Estos
u

resultadosnos indicanqueColpodafn/Zata, al igual queBlepliarismajaponfcum (Salvii
• et al., 1984),esunode los pocosciliadosqueno presenta6-metiladenina(6-meA) en
U su AUN-Ma. Como se apreciaen la Tabla-VI, la mayoría de los pocos ciliados
u estudiadostienencomoúnicabasemetiladaa la adenina(6-meA),lo queyacontrasta,
U
• con lo queocurreen los eucariotasmulticelularesy muchosunicelulares,en donde
• la basemetiladade suAUN genómicoes casi exclusivamentela 5-metilcitosina(5-

meC), aunque, a veces,puedencoexistir ambascomo en algunosfitoflagelados
U (Salvii et al., 1984) y mixomicetos(Zhu andHenney,1990).

U
U
U
U
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Tabla—VI: Basesmetiladasen el ADN-Ma de ciliados

Ciliado 6-meA 5-meC Referencia

Tetrahymenapyrzjbnnis + - Hattmanet al., 1978

Tetrahymenathennophila + — Pratt& Hattman,1981
Capowskiet al., 1989
Karrer & Stein-Gavens,1990

Pararneciumaurelia + - Cummingset al., 1974

Stylonychiainytilus + - Ammermannet al., 1981

Qxytrichafallax + - Rae & Spear,1978

Blepharismnajaponicum - + Salvini et al., 1984

Colpoda inflata - + Palacioset al., 1994

(+): Presencia.(-): Ausencia.

Respectode los datosde la Tabla-VI, debemoshaceralgunaspuntualizaciones.
Debido al nivel de resoluciónde las técnicasutilizadasen la detecciónde bases
metiladas(6-meA y 5-meC), es posible que en determinadoscasos,la cantidad
presentede la mismanoseasuficienteparapoderser detectadaporestastécnicas.Ue

tal forma,queaveces,sepuedandarresultadoscontradictorios.Un ejemplodelo que
queremosindicar aquí, nos lo muestra el géneroParamecium,el cual, según los
resultadosde Cummingset al., (1974),no presenta5-meC detectablepor métodos
bioquímicos,pero sin embargo,experimentosrealizadoscon el agentedesmetilante
5-azacitidina(5-azaC)mostróla posibilidadde presenciade 5-meC en el AUN-Ma

de dos especiesde esteciliado (Ng, 1989).
Estopodríaindicarnosqueenalgunosciliadospudieranexistir ambostiposde

basesmetiladas,comoocurreen algunoseucariotasinferiores,presentándoseunade
ellas en mayor proporción respectode la otra. Además,en protozoosciliados se
presentael típicodualismonuclear,de tal formaqueel AUN-Ma puedepresentaruna

diferenteproporción de una determinadabasemetiladarespectodel AUN-Mi, e
inclusounabasemetiladadiferente.El AUN-Mi de T. thermophilaprácticamenteno
presenta6-meA,adiferenciadelAUN-Ma quecontieneun0,8% de6-meA (Blackburn

et al., 1983).
En cualquiercaso,es necesarioincrementarsustancialmenteel análisis de la
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U
U presenciadebasesmetiladasenel AUN-Ma y AUN-Mi de muydiferentesprotozoos
u ciliados, para que se puedanrealizarconclusionesgeneralessobre este punto yu
u establecerposiblesrelacionesentrelos diferentesgrupos.
U Comorevelanlos resultadosde la utilizaciónde diferentesendonucleasasde

• restricción(Tabla-y),esla 5-meCla únicabasemetiladaquepresentael AUN-Ma deu
• Colpoda fn/Zata. Sin embargo,al contrastarlos patronesde digestióndel AUN-Ma

• vegetativo y quistico, los dos estados diferenciadosextremos del procesode
U enquistamiento,se observarondiferencias, indicando cambios en el patrón de
u

metilación, a nivel de citosina,para ambosAUNs. El resultadomásreveladorlo
mostróla enzimaRhaI,quenomostródigestiónalgunasobreel AUN-Ma vegetativo,

U mientrasquemostróunelevadonivel dedigestiónsobreel AUN-Ma qufstico.Ue este
• resultadosepuedededucirquelassecuencias5’-GCGC-3’ presentesenel AUN-Ma
u• quistico estánintensamentedesmetiladasrespectoa las presentesen el ADN-Ma
• vegetativo. Igualmente, se puede pensarque estas secuenciasson realmente

• abundantesen el AUN-Ma quistico ya que la digestiónes intensa,originando
u fragmentospequeños.En general,la intensadegradacióndetectablesobreel AUN-Mau
• quistico, independientementede la endonudeasautilizada (Tabla V), tambiénse
u puedeinterpretarcomo la sumade dos efectosindependientes;por una partela
• digestiónexistentey positiva debidaa la acciónde la distintas enzimas,esto es
U

completamenteciertosi comparamosel controlno digeridoconlasmuestrastratadas
• (Fig.12),y por otra parteunafraccionaciónpreexistente(observableen el control de
u AUN-Ma quistico) del AUN-Ma que aparecedurantela extraccióndel AUN de los
u

quistesderesistenciadeC. fn/Zata.Enla extraccióndelAUN quistico,inevitablemente
seaplica un métodomecánico(sonicación)parala rupturacelular, ya queninguno

• de los métodos químicos (enzimáticos)utilizados rinden una ruptura quistica
U completa,debidoaelloexisteunafraccionacióninespecíficamáso menosintensadel

AUN-Ma previaacualquiertratamientodedigestión(veaseel carril controldeAUN
U
u quisticode la Hg.12). Ue aquíquela digestiónconcualquierenzimarindafragmentos
u máspequeñosquelos obtenidosapartirdelAUN-Ma vegetativo.Todoello,no afecta,

• en principio, las interpretacionesde digestión positiva o negativa con las
U endonucleasasutilizadasen esteestudio.Lo único en quepuedeafectaresteefecto,
u
u esen la interpretaciónde la intensidadde la digestión,estandosobredimensionada
• parael casode AUN quistico.
• Ue estos resultados,se puede inferir, independientementedel efectode la
u

sonicaciónsobreel AUN-Ma quistico, la existenciade unadesmetilaciónenalgunas
• secuenciasdelAUN-Ma duranteel tránsitodesdevegetativosaquistesderesistencia
U
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u
• (enquistamiento).

Losresultadosdelanálisisconendonucleasasderestricciónfueronconfirmadosu
• por los experimentosrealizadoscon el agentedesmetilantede AUN eucariota;5-
u azacitidina(5-azaC)(RazinandCedar,1991).
U Cómoya seindicóen los Resultadose Introducción,la 5-azaCactuacomoun
U

análogoestructuralde la citosina,por lo que,si estápresente,seincorporaal AUN
• replicándoseen su lugar. Supresenciaen el AUN inhibe la acciónmediadorade la
U AUN-metil-transferasa,originando, en un primer ciclo de replicación, un AUN
u hemimetilado (solo la hebra parental se mantienemetilada), o completamente
U desmetilado(ambashebras)despuésde un segundociclo replicativo y si continua
• presenteesteanálogoestructuralenel medio(Uoerfler, 1983;I-Iergersberg,1991;Jones

U andTaylor, 1980; Santiet al., 1983; Taylor et al., 1984). Ue esto,sededucequepara
u ejercersuaccióndesmetilante,el AUN ha de estarreplicándose.

Los experimentosrealizadossobreColpoda fn/Zata en crecimientoexponencial,

• mostraronque dicho análogode la citosina se incorporaal AUN-Ma, y que su
• incorporaciónal genomamacronuclearinduceenquistamientoaúncuandola célula
u

seencuentraen condicionesóptimasparael ciclo crecimiento-división,y quepor lo
• tanto los genesimplicados en el enquistamientoestánreprimidos.Esto ocurre a
u concentracionesde 5-azaCno menoresde 400pM y el rendimientoen la formación

• de célulasprequisticasesproporcionala la concentraciónutilizada de la droga(400u
• y 500 pM). Estasconcentracionesde5-azaCsonelevadasrespectoa lasutilizadasen
• otros sistemasvivos eucariotas(JonesandTaylor, 1980).Se ha descritoquela 5-azaC
• puedepresentarmúltiplesefectossobrelas célulastratadas(JonesandTaylor, 1980;
u Taylor et al., 1984), cuandoseutiliza aelevadasconcentraciones.La drogainterfiere
• en la metilacióntanto de AUN como de ARN, en el procesamientode ARN y
u metilaciónde ARNt (Jonesand Taylor, 1980).
U En C. fn/Zata, concentracionesmenoresa 400 pM no muestranningún efecto
u
• aparentesobre el crecimiento,por lo que para que se induzcaenquistamientoes
• necesariounaelevadaconcentraciónde 5-azaC.Tambiénescierto que estaelevada
U concentración provoca en la población celular cierto nivel de mortandad,
u

probablementedebidoaotrasinteraccionesde la 5-azaCconel metabolismocelular.
Paraunaconcentraciónde400pM de 5-azaC,casila mitad de la población(49%) se

u pierdey la otra mitad seenquistaaúnen presenciade condicionesóptimasparael
U crecimiento.Por lo tanto, la preguntaclave podríaser; lascélulasquesoninducidas
u

aenquistar,¿lohacenparalibrarsede la mortandadcelularprovocadapor la 5-azaC
• o es porquéseinducenlos genesespecíficosde enquistamiento?

U
U
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U
• Uebemosteneren cuentaque la poblaciónno es sincrónica,y por lo tanto podría
u

darsela posibilidad de que una fracción de la poblaciónse viera bloqueadapor
• cualquierefectosecundariode la 5-azaC,antesde la fase-S(replicacióndelAUN-Ma),
U por lo quela 5-azaCno se incorporaríaal AUN ejerciendosu acción comoagente

desmetilante,estascélulasno sedividen y mueren.Por el contrario,la partede lau
• poblaciónquealcanzarala fasereplicativae incorporaraen su genomala 5-azaCse
• vería inducida a enquistarpor desmetilaciónde su AUN. Aún parte de esta

U población,podría quedarbloqueadaen el siguienteciclo celular, reduciéndosemás
U aún las células que efectivamentellegan a enquistarse.Esta interpretaciónpodría
U

satisfacerla disminuciónpaulatinade célulasen los cultivos tratados.
u A las 24 horasde iniciado el tratamientosolo seobtienenporcentajesbajosde

• células prequisticas(13,6 y 16,3% para 400 y 500 pM respectivamente),siendo
U necesariasotras 24 horasy más5-azaCpara obtenerporcentajesmáselevados(54,7
• y 78,7%,respectivamente)deprequisticos.Esto sepuededebera la necesidaddemás

• dedosdivisionescelularesparala expresióndegenesdeenquistamientoinducidapor
la desmetilacióncausadaporla 5-azaC.Algo similar ocurreencélulas1OT1/2tratadas

u
con esta droga, para que expresenel fenotipo musculares necesariomás de dos

u divisionescelulares(Taylor et al., 1984).
• En mediode enquistamientoy en presenciade la 5-azaC,Colpoda fn/Zata se

enquistanormalmente.Lacinéticadeenquistamientoesnormalsi la comparamosconu
• la que muestrael control (sin la droga), y a las 24 horasse alcanzanporcentajes
• similaresdecélulasprequisticas(85,8%parael controly 86,2%parael tratadocon500
U pM de 5-azaC).
u

Sabemosqueduranteel enquistamientodeC. fn/ZatanoexistesíntesisdeAUN-
• Ma (Gutiérrezet al., 1990),por lo que la 5-azaCno ha podido incorporarseen el
U AUN-Ma y ejercersuaccióndesmetilante,perosi podríahaberbloqueadoel proceso

de formacióndel quistede resistenciapor alteraciónde algúnprocesometabólico
U
• implicadoenel mismo(el enquistamientode C. fn/Zata esdependientede síntesisde

U ARN, proteinasy glucoproteinas)(Benítezetal., 1991;GutiérrezandMartín-González,
U 1990), al igual que sucededuranteel crecimientocelular provocandomortandad,
U sobretodo a una concentraciónde 500 pM. Al igual que en el cido crecimiento-
U
• división del ciliado, también existe síntesis de ARN y proteinas durante el
• enquistamiento,porlo queigualmentedeberíadebloquearsesumetabolismoy morir

la célula. Perono se detectóningunadisminuciónen el númerode célulasde la
u
• poblacióninducidaaenquistary enpresenciade la droga.La diferenciafundamental
u delprocesodeenquistamientorespectodelciclo crecimiento-división,esla existencia
u
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u
• en esteúltimo de replicacióndel AUN y división celular. No podemosconocer,en
• basea estosdatosexperimentales,si la mortalidadcelularderivadela incorporaciónu

de la 5-azaCal AUN-Ma, o si se debea un efectosecundariode la droga, queen
• célulasvegetativascreciendoejerceríadichoefectoal presentarun metabolismomás

• activo queunacélula prequistica.
Los resultadosdel efectode la 5-azaCsobreel crecimientode C. fn/Zata,como

U
inductor de enquistamiento,aunqueconflictivos en algunosaspectos,nos muestran

U queprobablementela desmetilacióndealgunasregionesdelAUN-Ma podríanabrir
U los genesimplicadosenel enquistamiento.
U

Existeunaampliainformaciónbibliográficaqueanalizacomola metilaciónde
• residuos de citosina puede ser un mecanismoindirecto de inactivaciónde la
• expresión génica (mecanismo de silencio génico), y una serie de resultados
u

experimentalesqueasílo confirman(Bird, 1984;Chomet,1991;CountsandGoodman,
• 1995;Uoerfler, 1983; RazinandCedar,1991). Igualmente,existeunagranpolémicay

u conflictividad entorno al mecanismoanteriormentecomentado(Bird, 1992; Uoerfler
• et al., 1990).

Sonmuyescasoslosestudiossobremicroorganismoseucariotasqueinvolucranu
• análisis del patrón de metilacióndel AUN genómicoen procesosque conllevan
U diferenciación.Estaescasez,esmuchomayorentrelos protozoosciliados,a pesarde

ello realizaremosun análisiscomparativocon los pocosdatosexistentesy nuestros
U resultadosenColpodafn/Zata.El análisiscomparativolo podemosrealizarconprocesos

• microbianossemejantesal enquistamientode ciliadosy, por otro lado,contodoslos
• procesosde diferenciaciónen microorganismoseucariotas.Si comenzamoscon los
u

propiamentecriptobióticos,debemosapuntarqueen protozoosciliados estaes la
• primera vez que se estudia la metilación en el enquistamiento,por lo que, de

• momento,no sepuedenestablecercomparacionesconotroscilados,perosi podemos
• hacerlo con otros microorganismoseucariotas.Los datos existentescon los que
U
• podemos comparar se reducen a dos especiesdel género Physarum (hongo
• mixomiceto) duranteel procesodenominadoesporulación(enquistamiento)y/o
• esferulación.En P. /Zavfcomum(Zhu and Henney, 1990), duranteel proceso de
U enquistamiento se detecta una desmetilación de residuos de citosina de
U
• aproximadamente4 vecesrespectodel gradode metilaciónobservadoen la célula
• vegetativa.Porel contrario,sedetectaun incrementode la metilaciónenresiduosde
• adeninaenel mismomicroorganismoy duranteel mismoproceso(Zhu andHenney,
U

1990).
u
U
u
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U
U El resto de la informaciónbibliográfica existentese refiere a la especieP.
U

polycephalum.Por unaparte,Hildebrandt(1986),usandodiferentesinhibidoresde la
• metilaciónbloqueael procesodeesporulación,y segúnesteautor,el AUN debeser
• metilado anivel de citosinaduranteun periodocritico despuésde la induccióndel
u proceso.Sobregenesespecíficosinvolucradosen la esporulacióny/o esferulaciónde

P. polycephalumexistendatosdiversosy contradictorios.SegúnMagieraand Fronk
U
• (1994),existeunaminoria degenesimplicadosenla esferulaciónqueestánsujetosa
U metilacióndiferencial.Estosmismosautores(Fronk andMagiera,1994),estudiando
u el gen específicoesferu]ina-4apuntanque la metilación del gen acompañasuu

activacióntranscripcional.Por el contrario, Telle and Hildebrandt(1992) indican la
u falta de evidenciassobrecambiosen el patrónde metilaciónde genesespecíficosde
u

esporulaciónen P. polycephalum.
• Respectoa la metilacióndelAUN, ligadaaotrosprocesosno criptobióticosen
• protozoosciliados, igualmente,existeuna muy escasabibliografía. En Tetrahymena

U thermophila se ha estudiadola metilación de residuos de adenina durante la
conjugaciónendos aspectosdiferentes;durantela formacióndelnuevomacronúcleou

• (esbozomacronuclear)y suinfluenciaen la degradacióndel viejo macronúcleoo la
• proteccióncontra la degradacióndel nuevo(Harrisonand Karrer, 1985; Karrerand
U Yao,1988).

En ParameciumtetraureliayP. jennfngsi(Kwok andNg, 1989;Ng, 1989),apesaru
de queen esteciliado no se ha detectadometilaciónen residuosde citosina por

u métodosbioquímicos(el límite de sensibilidadde detecciónbioquímica de la 5-
• metilcitosinaen variosciliadosesde 0,01 mol% decitosina,y teniendoen cuentael
u tamañodel genomay el contenidoen GC de P. tetraurelia, se deduceque una
• cantidadmenorde800basesde5-metilcitosinapodríano serdetectable),la mediación

• de la citosina parece ser clave en el programa de expresión de los genes
macronuclearesinvolucradosen la estomatogénesisde estosciliados.La 5-azacitidinau

• (200pM) alterala represiónde las secuenciasestomatogénicasal desmetilarlasy esta

• alteraciónsemantienedurantela siguientepropagaciónsexual(Kwok andNg, 1989).
U P. tetraurelfa,al igual queColpodafn/Zata,toleradosisrelativamenteelevadasde

la droga5-azacitidina,lo cualpodríaindicarunbajocontenidoen 5-metilcitosinaenu
• ambosgenomas.Este contenidopodría ser suficientepara regular la expresiónde
U unospocosgenes,entreelloslos de la estomatogénesisenParamecfumtetraureliay los

del enquistamientoen C. fn/Zata.u
Comohemospodidoapreciar,despuésdelanálisisconmparativorealizado,los

• estudiosen microorganismoseucariotasrelativos a la metilación del AUN son
U
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U
• realmenteescasosy a vecescontradictorios.Estascontradiccioneso problemática

ligada al tema de la mediacióny expresióngénica, no son debidos tanto a lau
• metodologíautilizada,bastantelimitada y comúnen muchostrabajos,como a la

• dificultad del temaen si mismo.
• En resumen,podriamosdecirqueen el enquistamientode Colpoda fn/Zata se
U

presentanevidenciasexperimentalesde que la desmetilaciónde determinadas
• secuenciasmacronuclearespodríanabrir o inducir la expresiónde los genesiniciales
• y esenciales del procesode enquistamiento.Esta desmetilaciónseria un proceso
• discretoy localizadoen las secuenciaspromotorasde algunospocosgenes,y segun
u un mecanismoactivo que no involucra replicacióndel ADN. La desmetilación
• presenteen el enquistamientono invalida la existenciade metilación de otras

• secuenciaso genesque debenser silenciados,como se discutirá en el siguiente
apartado.u

u
• 2.1. Estudio sobre el gen 17/18 5 de Colpodaunflata
u
U Existen estudiosde cambiosen el patrón de mediaciónque, en lugar de
u
• referirsea todoel genomasinespecificacióndegenalguno,seconcretanenalgúngen
U determinado,restringiendodicho análisisal mismo.
u Ue forma similar, seha realizadoen C. fn/Zata sobreel genribosómico17/18u S, utilizandolas endonucleasasderestricciónMspíy BglI, quecomoya sedescribió,

u digierende maneradiferenteel AUN-Ma vegetativoy quistico de esteciliado.
U Lasdiferenciasmostradasrespectode los fragmentosobtenidos,trasdigestión

U con estasenzimas,nos indican, en primer lugar, que el genribosómicose podríau
encontrarmetiladoenel estadoquisticoenalgunasde lassecuenciasreconocidaspor

• estasenzimas.La MspI corta la secuencia5’-CCGG-3’ siemprey cuandola citosina
• del extremo5’ no estemetilada,por lo que en célulasvegetativasde C. fn/Zata la
U• digestiónescompletaoriginandoun fragmentodetectabede 1.200 pb. Se conocela
• secuenciacompletay tamañodel genribosómico17/185 de C. fn/Zata (Greenwood
• et al., 1991),siendoéstadeaproximadamente1.786pb de longitud,porlo que,el gen
U

completo quedaríadigerido por la MspI en dos fragmentos; uno de 1.200 pb
detectabley otro de 586 pb indetectableen la electroforesisdebido a su pequeño

U tamaño.
U Igualmente,la Egíl cortaríala secuencia5’-GCC(N4)NGC-3’,cuandono está

mediadaenla citosinadelextremo5’ enel genribosómicovegetativo,muy cercadeu
• la secuenciaquereconocela MspI, ya queel fragmentooriginadoessimilar.

u
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u
• Este genribosómicoen el estadocriptobiótico (quiste de resistencia)podría

u encontrarsemetiladoenalgunasdelassecuenciasreconocidasporestasenzimas.Estou
• explicaría los patronesde restricciónobservados;tres fragmentosde hibridación

• positiva (3.500, 1.900 y 1.500 pb) para la MspI. El fragmento más numeroso
• producido,segúnla intensidadquimiolumiiscentedel quimiolumigrama,esde 1.900
U

pb, tamañoalgo superiora la secuenciacodificantecompleta.El segundofragmento
• originadoen mayor cantidades el de 1.500 pb, y la suma de ambos;1.900+1.500
• equivalea 3.400 una cifra próxima a 3.500, el tamañoestimadopara la bandade
• hibridación positiva másalta encontradatrásla digestiónconMspI.

El quesiempreseobtenganfragmentossuperioresa1.200pbnospuedeindicar
U
• queexistensecuenciasno metiladasreconociblespor la enzima,localizadasfuerade

U la secuenciacodificantedelgenribosómico17/185. Lo queno podemosconoceres
endondeestánlocalizadas;ensecuenciasespaciadorasoenunasecuenciacodificante

U
de otro gen ribosómico,como el 26/28 5, ya que sólo hibridamoscon la sonda

u derivadadel gen 17/185 de C. fn/Zata.

• El fragmento mayor observado (3.500 pb), curiosamente equivale
u

aproximadamentea 3 vecesla longitud del fragmentoobtenidoen los vegetativos
• (1.200pb).Estosepuedeinterpretarcomola existenciadeunasecuenciano metilada,

• y por lo tantodigeriblepor MspI, a unos2.400pb del lugarderestricciónsituadoen

u la secuenciacodificantedel gen17/185, y queorigina el fragmentode 1.200pb en
U el estadovegetativo.
• Los resultadosconla BglI muestran,igualmente,la existenciadeunametilación

U en dicha secuencia,y por consiguienteno originandoel fragmentoúnico de1.200pb
sino fragmentosmuy superiores(11.000y 4.300pb). El fragmentocuantitativamenteu

• superioresel de4.300 pb, posiblementederivadodel fragmentomayor,al igual que

u puede ocurrir con los fragmentosmenoresoriginadospor MspI, y cuya suma
U reproducenel fragmentomayor.
U

Ambos patronesde restricciónapuntanhacia la idea de metilacióndel gen
• ribosomal17/185 en el estadoquístico.
• Estos resultadosno contradicenlos anteriormentepresentadosy discutidos

• sobrela posibilidadde desmetilaciónde algunosgenesduranteel enquistamiento,
U
• pudiendocoexistirambosprocesosenel mismogenomamacronuclear.Algo similar
u se ha propuestoen la esferulaciónde Physarumpolycephalum(Fronk andMagiera,
U 1994; Magiera andFronk, 1994).

u Seconocenvariosejemplosdemetilaciónselectivadegenesribosomales,tantou
• en ciliados como en otros sistemasvivos eucariotas.En vegetales,el AUNr no

U
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U metiladoo hipometiladoseencuentraenel nudeolomientrassus formasmetiladas

se encuentrancondensadasen forma de heterocromatinay son incapacesdeu
transcribir (Finneganet al., 1993). Igualmente,en hongos,como el basidiomiceto

• Schfzophillumcommune,el ADNr experimentamediaciónqueestareguladadurante

• el desarrollodel hongo(Buckneret al., 1988).
e En ciliados,esen Tetrahymenathennophfía (Blackburnet al., 1983)endondese

• ha detectadometilaciónde genesribosomalesen el macronúcleo.El AUNr de este
• ciliado sonmoléculaspalindrómicasde21 Kb, llevandocadamoléculados copiasde

los genesribosomales.La basemediadaes la N-6-metiladenina,que comprende
u• aproximadamenteun 0,4%de los residuosdeadeninadelpalíndromo.Sin embargo,
• no sehanobservadodiferenciasen los patronesdemetilacióndeestosgenesapartir

• de célulaspresentesen diferentesestadosfisiológicos. Los autores(Blackburnet al.,
u 1983) piensanque una posible función de los residuos de N-6-metiladeninaes

diferenciarformas molecularesde AUN que se han mantenidoen el macronúcleo
• madurode aquellasquehande ser reorganizadaso degradadas.
U Es en el enquistamientode Colpoda fn/Zata, en dondese ha detectado,por
U
• primera vez, metilación de genesribosomalesmacronucleares,y esta metilación
• podría tenerdistintos significados. En primer lugar, esta metilaciónsobre el gen
U ribosómico17/185 de C. fn/Zata,podríaigualmenteestarpresenteen el restode los
U

genesribosomalesno detectadospor la sondautilizada,y representarel mecanismo
• por el cual sebloqueao silencialas transcripcionesde estosgenes,no utilizablesen

u lasfasestardiasdelenquistamiento.Ensegundolugar,podríasuponerun cambioen
• la conformacióndelADNr, inducidopor mediación,ya quecomosehacomprobado

en diversossistemasvivos la mediacióndel AUN estabiizala inactividad génicau
• alterando la estructura de la cromatina y las interacciones AUN-proteinas
• (Hergersberg,1991; Keshetet aL, 1986).
• En las últimas etapasdel enquistamientoexiste una drásticacondensación
U

cromatíicamacronuclear,y el quiste maduropresentaun estadocromatínicomuy
u diferenteal vegetativo,comopodremoscomprobarenel análisisultraestructuralque
• se discutiráen el próximo apartado.Así mismo, el comportamientode los genes
• ribosomalesen electroforesisdecampopulsado(comentadoenel apartado1.) enlasu

muestrasderivadas de quistes maduros, induce a pensar, como una de las

u interpretacionesposibles,enunareorganizacióndela estructurasecundariadedichas
• moléculasacomplejándolasenformasmásdifícilesderesolverenunaelectroforesis.
u

Se conocequemetilacionesespecíficasendeterminadassecuenciaspuedeinducir la
• formación de estructuras heterodoxasen el AUN, como regiones curvadas,
U
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U
• cruciformes,segmentoscon triple héliceo la forma Z de AUN (Zacharias,1993).Ue
U

momento,no tenemosevidenciasde queestopuedaser asíen C. fn/Zata, peroesuna
• posibilidada ser considerada.

• Probablemente,al igual queen otrosorganismoseucariotas(microorganismos
o no) incluyendo los ciliados, los genesribosomalesde C. fn/Zata se encuentran

u
• amplificadosdiferencialmenterespectodel restode los genesmacronucleares.Como
• no conocemosla distribuciónde los distintosgenesribosomalesy el tamañode los
• mismos,excluyendoal 17/185, no podemossaberel nivel deamplificaciónde ellos

en el macronúcleo.Solo conocemos,de momento,quela sondaribosómica17/185u
reconoceun fragmentosubcromosómicode aproximadamente200 kb, en el cual

e podríaestarsobradamenteel restode los tipos ribosómicosde la subunidadmayor.
• Si suponemosqueen dicho elementosubcromosomalsólo seencuentranlos genes
e ribosómicosy que éstos (subunidadpequeña+ subunidadgrande)se encuentran
• organizadosen un tránscritoprecursorcomúncomoen otros muchosseresvivos, y
• estepuedetenerun tamañosimilar al presentadoen Tetrahymenathermophfía (mitad
U delpalindromo~40 Kb), sepodríapensarqueal menos20 copiasdedichotranscritou
U precursor podrían estar en dicho fragmento subcromosómicomacronuclear.
• Evidentemente,estoes una especulacióna la esperade tener datospropios de C.
U fn/Zata.
U
u
U
U 3. ANÁLISIS POR MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN DEL
• SISTEMA NUCLEAR Y DE LA CROMATINA MACRONUCLEAR DURANTE ELu ENQUISTAMIENTO

u
• 3.1. Microscopia electrónica de transmisión del sistema nuclear durante el
e enquistamiento de Colpoda inflata
U
U
u Por microscopia electrónica de transmisión estandar se aprecia que el

U macronúcleovegetativo de Colpoda fn/Zata, esta constituido por una cromatina
organizadaennumerososgranosdiscretosdecromatinacondensadaconocidos,entreu

• los ciliados (Raikov, 1982), como “pequeñoscuerpos”. Estos pequeñoscuerpos

U cromatínicos,presentesen la mayoría de los ciliados (Raikov, 1982; 1995), son de
• forma irregular, entre 0,1 y 0,2 pm de tamaño y presentanuna elevadau electrodensidad.Consisten,en fibras decromatinaempaquetadas,estospaquetesde

e cromatinaestáninterconectadosentresi porfibrasdecromatina,estasinterconexiones
e
u
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U
U son másapreciablescuandoseestudiala cromatinaaislada(Vengerovet al., 1983).
u Por consiguiente,podemos decir que la cromatina presentadapor el
U

macronúcleode célulasvegetativasdeC. fn/Zataesla comúnaotrosmuchosciliados,

• talescomonumerososciliadosde la claseKinetofragminophorea(Dfdfnfum,Coleps,

Lacrymaria, Tilluna, Colpoda, Bursaria y Balantidium) o la claseOligohimenophorea
U
U (Tetrahymena,Paramecfum)y tambiénde la clasePolyhymenophorea(Spirostomum,
• Stentory Euplotes)(Raikov, 1982; 1995).
• El macronúcleo de C. fn/Zata en estadovegetativo contiene un nucleolo
u

compuesto,formado por numerosasmasasnucleolares,que ocupa gran partedel
volumenmacronuclear.Estasmasasnucleolaresno seencuentranfusionadascomo

u en C. steunfi (Frenkel, 1980; Raikov, 1982), sino más bien distribuidasen grupos
U aparentementedesconectadosunosde otros y rodeadosde los “pequeñoscuerpos”

cromatínicos.Desdeunpuntodevistaestructurallos cuerposnudeolaresdeC. fn/Zatau
• en estadovegetativose asemejanmucho a los que presentaTetrahymena(Raikov,

U 1982):unazonafibrilar internaelectrodensadeforma,aveces,arriñonada,compuesta
defibrasempaquetadasquesonALEN preribosomalunidoaproteinasy unapequeña

U
zona granular que la rodea superficialmente, constituida de gránulos de

• ribonudeoproteina(RNP), que son los precursoresde las subunidadesribosómicas.
• También,al igual que en Tetrahymenay otros colpódidos(C. maupasi, C. steinif y C.
U

simulans) (Raikov, 1982), presentacuerposcromatinicos,a veceslocalizadosen la
hendidura de la zona fibrilar, que forman el organizador nucleolar (AUNr).

u Igualmente,lo mismo que en Tetrahymena(Raikov, 1982), algunosde los cuerpos
• nucleolaresestanlocalizadosmuy cercade la membranamacronuclear,a diferencia
U de lo que ocurre en algunoscolpódidos que estanlocalizadosen el centro del
• macronúcleo.
U El micronúdeo de la célula vegetativa de C. fn/Zata, es igualmente,un
• micronúcleotípico de colpodido,elipsoidalo lenticular con cromatinacondensaday

de estructuracontinua.Se localiza, generalmente,en unahendidurao entrantedelu
• macronúcleoal igual queen otros muchosciliados (Railcov, 1982).

U Encélulasprequisticastempranas(20hdesdela induccióndeenquistamiento),
u el ntcronúcleose separadel macronúcleono existiendoningunaotra alteraciónau

nivel macronuclear.Por el contrario,comienzana apreciarsecambiossignificativosa
• nivel macronuclear;los “pequeñoscuerpos” cromatínicosincrementansu tamaño
• respectode los observadosen células vegetativas,esto probablementeindica un
U

comienzode la condensacióncromatínicamacronudearpor fusiónde los “pequeños
• cuerpos”cromatínicos.Las masasnucleolaresdel nucleolocompuestocomienzana
u
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• fusionarseoriginando otras mayores y de forma muy irregular. En estadios
e prequisticosmásavanzados(30 h) esta fusión de masasnucleolaresse hacemásu
• dramática, alcanzándosela formación de tres o dos grandes y únicas masas

u nucleolaresfruto de la fusión de las numerosasmasasnucleolaresdel estado
U
u vegetativo.Estafusiónhacequela zonamásvisible y casiexclusivadeestasgrandes

masasnucleolaresseala regiónfibrilar electrodensa,mientrasquela región granular
• sehaceindistinguibleo sereducea unaregióninterior envueltapor la zonafibrilar.
U Igualmenteno seobservanorganizadoresnucleolares.

u Estos cambios estructuralesde las masasnucleolaresson indicadoresdee• profundoscambiosfisiológicoso biosintéticosrespectoaelementosribosomales,que

u se traducenen un bloqueopaulatino de la producciónde ribosomasduranteel
U procesode enquistamiento.
u

Se conocequela morfologíade los nucleolospuedecambiardrásticamente,
u dependiendodelestadofisiólogico de la célula eucariota(MéléseandXue, 1995).En
U protozoosciliados, seha descritoun fenómenosimilar, en procesosdiferentesa la

• criptobiosis,peroquepresentapuntosen comúncon la misma,asípor ejemplo;en
U Parameciumlos múltiples nucleolossefusionan cuandoel ciliado estaen inaniciónu
• (Raikov, 1982), y en Tetrahymena,los pequeñosnucleolosse fusionanen grandes
• agregadosen la faseestacionariade crecimiento(Raikov, 1982; 1995). Algo similar
u

ocurrecuandoel ciliado sufreunainhibición reversiblede la síntesisdeAEN, como
e en el casode Telrahymenabajo la acciónde la ActinomicinaU (Raikov, 1982; 1995).
U ¿Estanestosprocesosconectadosde algunaforma con el enquistamiento?.Creemos
e

que si, ya quela inaniciónes el principal inductor exógenode enquistamientoen
ciliados y la fase estacionariade cualquier curva de crecimientose origina por

• escaseznutricional. Uurante las etapasde hambre, las reaccionesbiosintéticas
U decrecen,y entreellasla biosíntesisdeALEN. Encontramosasiparalelismosentreestos
U fenómenos(hambre,bloqueobiosintético)y el procesode enquistamientoen el que
u

ambosfenómenosestán,igualmente,implicados(Gutiérrezet al., 1990).
• Con respecto a observaciones,en torno a los nucleolos, durante el
U enquistamientodeciliados,debemosapuntarque;enColpodacucullus(Kawakamiand

Yagiu, 1963), durantelas fasestempranasdel enquistamiento,los cuerposesféricosu
• electrodensosde los cualesse componeel nucleolose fusionan unos con otros.
U Tambiénen estemismociliado, C. cucullus(Chessaet al., 1983), tanto en célulasen
• fase estacionariacomo en prequisticosy en quistes de resistencia,el nucleolo
u• compuestoaparecefragmentadoenvarios agregados.

u En Tillina magna (Frenkel, 1992), una hora después de comenzadoel
u
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U
• enquistamiento,el materialfibrilar nucleolarincrementasutamaño,interpretándose
u éstocomo debidoa la fusión de los mismos.El material granulares visiblementeu
• menor en células prequisticasde tres horas, pero el número de estos gránulos
u nucleolaresincrementaenlo quela autoraconsidera“quistestempranOs”.Igualmente,
• la interpretaciónde estaobservaciónconsisteensuponerqueexisteunadisminución
U
• temporalde los requerimientosdeARNr encélulasprequisticas,queposteriormente
• severíarestauradapor unanuevanecesidadde síntesisdeARNr parala formación

• del quistederesistencia(Frenkel,1992).Aunqueestasinterpretaciones(enbasea los
escasísimosdatosexperimentalesqueseaportanen estetrabajo,sobrela cinéticadeu

• enquistamiento,cómo diferenciar célulasprequisticas,quistestempranosy quistes
• maduros,etc. ), nos parecendemasiadoarriesgadas,damosaquí testimoniode las

• mismas.
Entre las 25 y 36 horas,la célula prequisticade Colpoda fn/Zata presentaunau

• paredquisticaaúnincompleta,los cilios somáticossonreabsorvidos(Martín-González
• et al., 1991) y se corresponderíacon el estadode “célula esféricaroja con un halo
u

naranja”segúnel estudiode la cinéticadeenquistamientorealizadosobreesteciliado
usandoun anticuerpopoliclonal contraelementosde paredquistica(Benítez et al.,

• 1994).Uuranteesteperiododetiempotienelugarunaextrusiónmacronuclear(cuerpo

• de extrusión), lo que significa una pérdida de material macronuclear de
u aproximadamente1/3delvolumendelmacronúcleo.El contenidodeestecuerpode

extrusión es inespecífico, observándoseen él tanto material cromatíico como
• nucleolar.
U Al contrariode lo queexpresaFrenkel(1980)apropósitode la descripcióndel
u

cuerpo de extrusión en Colpoda stefnff, el proceso de extrusión no elimina
• exclusivamentey selectivamenteun excesode AUNr, sino másbien esun proceso
u inespecíficoque elimina cualquier contenidodel macronúcleo;ya sea cromatina

exclusivamenteo cromatina más elementosnucleolares. Datos bioquímicos y
u
• autoradiográficosindicanqueel AUN delcuerpodeextrusiónno difieredel restodel
• AUN-macronuclear(Raikov, 1982) y consecuentementeno puede ser un AUN

U específico,comoel AUNr.
La formacióndecuerposdeextrusióno el fenómenodeextrusióncromatínicau

• es un hecho bastantecomún entre los ciliados. Normalmenteocurre durantela

• división macronuclear,pero tambiénsepuededar duranteel envejecimientoclonal
U (hemixis) en el género Paramecium (Raikov, 1982), y también durante el
u
• enquistamientode algunosciliados, entreellos muchoscolpódidos.Se ha descrito
• extrusión macronucleartanto durantela división como el enquistamientoen los
u
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U
• siguientescolpódidos:Colpoda maupasi, C. inflata (Martín-Gonzálezet al., 1991), C.

U cucullus (Kidder andClaff, 1938;Morat et al., 1981),C. steinii (Frenkel,1980),Tillfnau
• magna(Beers,1946;Frenkel,1992),T. cana«fera,Bresslavasicana,B. voraxy 8. unsidiatnix

• (Burt et al., 1941).Sin embargo,en otros colpódidosno existeestefenómeno,como
por ejemplo; Colpodaaspera (Burt et al., 1941) y Cyrtholophosiselongata (Díaz et al.,

U 1995).u
• Existendiversasteoríassobreel significadofisiológicodeestapérdidadeAUN-
U macronucleardurante,tantola divisióncomoel enquistamiento.Ya en1930,Calkins

U (Burt et al., 1941) lo interpretócomo un procesode “purificación”, y Kidder (1933)u
• (recogidoen Burt et al., 1941) lo denominó“limpieza” del macronúcleo.Kidder and

u Claff (1938), consideran,a propósito de la división de C. cucullus, que la
U reorganizaciónque implica el cuerpode extrusiónviene a sustituir la ausenciade
u

conjugaciónen estaespeciey otras relacionadas.Fauré-Fremiet(1953) (Railcov, 1982)
• suponequeesteprocesoregulael gradodepoliploidiamacronuclear,poreliminación
u de genomascompletossobrantes,o el equilibrio cromosómicodel macronúcleo,por

• extrusiónde cromosomasextra. En Tetrahymenathermophila (Raikov, 1982) se ha
U medidoel contenidodeAUN delcuerpodeextrusión,y refiriéndoseal contenidodel
u micronúcleoseobservaqueno esun múltiplo del contenidodeAUN-micronuclear,
U por lo que no se puedeconsiderar,como la eliminación de genomascompletos

contenidosen el maaonúcleo.
U

No vamosadiscutir aquíel contenidodecadaunadeestashipótesis,primero

U porquepensamosqueno haydatossuficientesaún,y segundoporqueno esel lugar
u

paraello. Sin embargo,consideramosotra posibleinterpretación,queparanosotros
puedeser másplausible,como es considerarlocomo un mecanismoque regulala

• razónnucleocitoplasmática.Uurante,tantola divisióncomoel enquistamiento,existe
• unaconsiderablereduccióndevolumeny por lo tantola razónnucleocitoplasmática

debe corregirse, reduciéndoseel volumen ocupado, en el nuevo volumen
U
• citoplasmático,por el sistemanuclear (macronúcleo).Este equilibrado del nuevo
u volumennuclear/volumencitoplasmáticosealcanzaeliminandoinespecificamenteel
U excesode AUN enforma decuerpodeextrusión,junto conla reducciónde volumen
u macronuclearpor condensacióncromatínica(ayudadapor la deshidratacióncelularu
• en el casodel enquistamiento).En generalla reducciónde volumencitoplasmático
U ligada al enquistamientoen ciliados se acompañade condensaciónmacronuclear
• (cuandohay varias masasmacronucleares)o de extrusiónmacronuclearcon o sin
u condensacióncromatínica(cuandohayunaúnica masamacronuclear),puesbien, se
• sueledar una fuerte correlaciónentreel volumen citoplasmáticoreducido y el
U
u
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U volumen nuclear reducido, o en otras palabras; las pérdidas de volumen

U citoplasmáticoy nuclearsuelenserequivalentes(Gutiérrez,1985).e En célulasprequisticasde C. fn/Zata de 36 horasy posteriores,el micronúdeo

u presentala típica forma lenticular, ya descritapreviamentea nivel óptico (Martín-

• González,et al., 1991),aunquey a pesarde estecambiomorfológicono sedetectan
U cambiosimportantesensucromatina,al igual quesehaindicadoenotroscolpódidos

• (Beers,1946;Burt et al., 1941;Chessa,1994;Moratet al., 1981) y no colpódidos,como
U enhipotricos(MatsusakaandKimura,1981).Enestafasedeenquistamientolasmasas

nucleolaresseencuentrantodasfusionadasenun únicocuerponucleolarconstituidou
fundamentalmentepor componentefibrilar condensado,y queocupaunagranparte

u del macronúcleo.La región de precursoresribosomales(región granular) se ve
• practicamenteanuladafrentea la fibrilar quecontienelos elementospreribosomales

u unidosa proteinas.Todo ello nos indica la ausenciade biosíntesisproteicaen estau
• fase,y posteriores,y por lo tantola no formaciónde nuevosribosomas.
• Estafuertecondensaciónde la maquinariabiosintéticaribosomal,junto conla

alteraciónestructuralqueconllevaestafusiónnucleolar,quizátengasuinterpretación
u molecularen los resultadosobtenidosen la electroforesisde campopulsado(AUN
• nativo)de quistesde resistenciamaduros.El AUNr pudieraverseacomplejadopor

• la partefibrilar condensadade los cuerposnucleolaresdurantela fusión, y por lo
u tantoverseimpedidopor unamovilidad electroforéticanormalo equivalentea la de
U

los vegetativos.
u Por último, la cromatinamacronuclearde un quiste maduroes similar a la
• presentadapor el micronúcleo,indicandoasísu inactividad génicaal igual queel

micronúcleo,queesintrínsecaen el mismo.u
u
• 3.2. Microscopia electrónica de transmisión de cromatina aislada de vegetativos,
u

prequisticosy quistes maduros
u
• La aplicaciónde la técnicade dispersióncromatínicay su visualizaciónpor
• microscopiaelectrónicatanto a los macronucleosaisladoscomocélulasvegetativas
u

completasde Colpodafn/Zata,revelóquela cromatinamacronuclearvegetativadeeste
ciliado estáconstituidafundamentalmentepor hacesde fibras o cordonesfibrilares.

u Estos cordones de fibras son de naturalezasupranucleosomaly probablemente
• representenregionesamplificadasdelgenomamacronuclear.De los cordonesohaces
u

más gruesosparteno emergenotras fibras más finas que divergenen diferentes
• puntos, siendolas fibras más finas, o últimas unidadesfibrilares, de naturaleza

u
U
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• nucleosomal.
U La cromatinade Colpoda fn/Zata completamentedispersaes de naturaleza
U
• nucleosomal,al igual quela mayoríade la cromatinaeucariota.
u La distribuciónenhacesdefibrasde las hilerasnudeosomalesprobablemente
U

representaun fenómenodeoligotenia,quizá sololocalizadaen algunasregionesdel
• genomamacronucleardel ciliado, o tal vez en todo él. Estructurassemejantesa las
• descritasenC. fn/Zatasehanencontrado,hastaestemomento,sóloenotrocolpodido
• comolo esBursarfa ovata (SergejevaandBobyleva, 1995) y tambiénha sidosupuesta

en otra especiedel mismo género8. truncatella (Sergejeva,1977). En el trabajo de
U
• Sergejevaand Bobyleva (1995) sobre8. ovata se consideraque los hacesde fibras,
• formanestructuraspolinémicaslocalesa lo largo de la cromatinamacronucleary se

• estimaquepuedeserun casoparticulardelfenómenogeneraldepolitenia.Noesuna
u politeniaclásica,comola presentadaen los cromosomasdelesbozomacronuclearen

ciliadoshipotricos(Prescott,1994; Raikov,1995) o la de los cromosomaspoliténicos

u de muchos dípteros, e igualmente, las regiones politéztcasmostradasen estos

colpódidostampocosonsimilaresa la oligotenia(politeniano clásica)presenteen losu cromosomasde algunasplantas(Sergejevaand Bobyleva, 1995). Por ello, sepodría
• sugerirque estapoliteniaesdiferentea cualquierade lasdescritasenotros sistemas

U vivos eucariotasy tal vezseaunacaracterísticacomúnalos macronúcleospoliploides
U deciliados,peroestepuntoha de ser aúnsuficientementedilucidado,estudiandolau

cromatinade otros ciliados colpódidosy no colpódidosquepresentenun genoma
u complejo constituido por moléculas de tamaño subcromosómico.Politenia y
U poliploidia podríanserfenómenosconectados,ya quetienenfuncionessimilares;el
u

incrementarel materialgenético(SergejevaandBobyleva, 1995).
• Tantoen C. fn/Zata comoen 8. ovata seobservan,en algunasmicrografías,lo
U que podría interpretarsecomo horquillas y burbujas de replicación, aunquela

confirmaciónde ello deberíade pasarpor algúnexperimentodemarcaje.En 8. ovata
u• (Sergejevaand Bobyleva, 1995) se comparanlas fibras cromatínicasde células
• hambrientasconlas de célulasalimentadas,en estasúltimaslas regionespoliténicas
U estanformadaspor fibras nucleosomalesconnumerosashorquillasadiferenciade lo

U encontradoen las primeras,las fibras sonde mayorespesory sesuponequetienenu
histona Hl y son inactivas transcripcionalmente.Por lo tanto, existiría una

u correspondenciaentremayoractividadmetabólicacelulary unamásintensaactividad
• replicativa.
u

Comose apreciópor microscopiaelectrónicade transmisiónsobresecciones
• ultrafinas, la cromatinade C. fn/Zata, al igual que la mayoría de los ciliados, se
U
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U
U componede los llamados“pequeñoscuerpos”cromatínicosentrelazadospor fibrasde

u cromatina.En B. truncatella (Sergejevaet al., 1987;Tikhonenkoet al., 1984)y Dfdfniumu
nasutum (Karajanet al., 1995), usandola técnicade dispersióncromatínica,se ha

• identificado“pequeñoscuerpos”como grumoso agrupacionesde fibras de 100-200
nm dediámetro(en B. truncatella)y querepresentacromatinatranscripcionalmente

e inactiva. Estos grumos de cromatinapuedendisgregarseo descondensarsetrás
e incubación con tampón borato (0,1 mM) y el grado de descondensaciónes
U proporcionalal tiempode incubación.En Dfdinium nasutum(Karajanet al., 1995) se
u

distingueunpatróndetransiciónentrelos grumosdensosdecromatinay lascadenas
e nucleosomales(cromatinaactiva), siendoel estadointermedio unos gránulosde
• cromatinainactivade 19-25nmdediámetro.Cuandoseincubaconel tampónborato,
• deestoscuerposdensosde cromatinaemergenbuclesy fibrascromatínicasalrededor
U de los mismos, indicandoque estos grumos no son másque las fibras altamente
U
• condensadaso empaquetadas.
U En Colpodau/Zatano hemosobservadoestosgrumos,probablementeporque

fueroncompletamentedescondensadosdurantela incubacióncon el tampónborato.
Enalgunasde lasimágenesde las fibraspolinémicasobtenidasenC. fn/ZataseU

e observóqueen algunoshacesde fibras,estasno sedispersanlinealmentesino de
• forma festoneada.Esta imagen nos recuerda a las obtenidas de moléculas

macronuclearesdetamañogénicodehipotricoscomoStylonychiamytilus(Lipps, 1980)u
• y Oxytrfcha nova (Lipps et al., 1982), en las que algunasmoléculas se unen o
u acomplejanunas con otras o entre regiones de una sola originando estructuras
• festoneadas.Estosagregadosse puedenoriginar iii vitro incrementandola fuerza
u iónica (Lipps, 1980) o iii vivo en la cromatinamacronuclearpor la interacciónde
• regionesteloméricasdeunasmoléculascon otras,formandocomplejosmultiméricos
U estabilizadospor una proteina(Lipps et al., 1982). Ciertamenteel genomade un
• hipotrico es muy diferente del de un colpódido,pero sepodríaespecularsobrela
U
• posibilidadde que las regionesunidasentresi que forman el festónpodríanser
u autoapareantes.
U Entrelasfibraspolinémicasde la célulavegetativadeC. fn/Zataaparecenenun
e númerobajo,unasestructuraspoligonales,generalmentedeseiscaras(hexagonales),u
• que estanformadaspor fibras nucleosomalescompactadas.Como se discutirá a
• continuación,estaserála principal forma en que se presentala cromatinade los
• quistesderesistenciamadurosenesteciliado. Estasformasdecromatinacondensada
U• podríanlocalizarseen los “pequeñoscuerpos”cromatínicostípicos delmacronúcleo
• vegetativode C. fn/Zata, y representaríacromatinatranscripcionalmenteinactiva.
e
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u
e En los quistes de resistenciade C. fn/Zata, la cromatina macronuclear
U fundamentalmentesepresenta,despuésde la aplicaciónde la técnicade dispersión
U

cromatínica,en forma de cuerpospoligonales,semejantesa los observadosen la
• cromatinade célulasvegetativaspero en muchamayorcantidad.Al igual que los
• cuerpospoligonalesvegetativos,éstosestánformadospor fibrasnucleosomales,cuya
e

compactacióno agregaciónoriginaestasestructurassupranucleosomales.
Un intentodedisgregarestasestructuraspoligonalesincubándolascontampón

U borato (0,1 mM) durante dos horas, no alteró básicamentela configuración,

U obteniéndoselo mismoqueconla incubaciónestandar(20minutos).Unadisgregaciónu• parcial se consiguiótras incubacióndurantela noche,y de la aplicación de este
• tratamientoseprodujola liberacióndealgunasfibras nucleosomales,lo queconfirma
u que estas estructuras estan integradas de fibras cromatínicas de naturaleza

e nucleosomal.
U

El estudio realizado sobre células prequisticas,reveló lo que se pueden

u considerarcomoformasintermediasde agregaciónde las fibras,antesde llegar a la
U formapoligonaldefinitiva de los quistesmaduros.Enprequisticosde84 horasdeC.

u fn/Zata, que corresponderíanal tercery último estadoprequisticoestablecidoen lae
• cinética de enquistamientode este ciliado (Benítez et al., 1994), la cromatina
U macronuclearse presentaen pequeñosgrumos o agrupacionesirregularesque
u

podríanconstituir los centrosiniciales de agregaciónde fibras cromatíicas,y quea
• partir de ellos seoriginaríanlos cuerpospoligonales.
u En Bursaria truncatella (Sergejevaet aL, 1987), duranteel enquistamiento,la

U cromatinase compactaen lo que los autoreshan denominadocromonemasy
U

distinguendos tipos básicosdependiendode los elementosunitarios quesurgen
cuandose disgreganen tampónde baja fuerzaiónica. Independientementede los

U elementosintermediosque surgen,todos los cromonemasse componenen último
u términode fibras nudeosómicas.
e

Loscuerpospoligonales(hexagonales)sehanobservado,porprimeravezentre
• los ciliados,en dos especiesdel géneroBursaria (8. truncatella y B. ovata) (Sergejeva
U andBobyleva,1988). Los autoresdiferenciandostipos de lamelashexagonalesen la
U cromatinamacronuclearprequistiva y quistica de ambas especies;las lamelas
u
• hexagonalesde tipo-I constituidaspor hebrasquesedisponenhelicoidalmenteo en
• espiral a partir del centro del hexágono,y las lamelas de tipo-II compuestaspor
• fragmentoscortosde fibras, junto con minicirculos y miirosetas.
U

El descubrimientodeestructurassimilaresenla cromatinaquísticadeC. fn/Zata,
• por unaparte,confirmalos resultados,publicadoshaceocho años,obtenidosen las
u
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u
U dos especiesdel géneroBursarfa (Sergejevaand Bobyleva, 1988) y por otra parte,
u

constituyela segundavez que se describenestructurasde estetipo en un ciliado
• colpódido,y esla primeravez quesedescribenenel géneroColpoda. Ue momento,

• solo se han descubiertoen estos dos génerosde colpódidos, tanto en formas
• vegetativas(en pequeñacantidad)como en prequisticosy quistesde resistencia
e

maduros(casitodala cromatinamacronuclearseencuentraenestaforma),por lo que
• paraconfirmarla posibleexistenciade estasestructurasentrelos colpódidosy otros
U grupos de ciliados, o si es un procesode organizacióncromátinicaespecificode

enquistamiento,es absolutamentenecesarioampliar la aplicaciónde la técnica de

u dispersióncromatínicaaotros colpódidosy en general,a otros ciliados.u
• Sobrela posibilidadde quesetratasede artefactosoriginadospor la técnica,
U debemosde decir que ello es bastanteimprobablepor las siguientesrazones;esta
U mismatécnicaha sido utilizada anteriormenteen otros ciliados, no describiéndose
u

talesestructuras,y si fuera un artefacto,sería probableo habitualencontrarlasen
• muestrasde cromatina.La disgregaciónde estospolígonosde cromatinaen fibras

nucleosomalesdemuestrasunaturalezay composiciónclaramente.
u ¿Cómo se llegan a formar estos cuerpos cromatínicos hexagonales?.Au
• continuaciónpresentamosunaposibleexplicacióny un modelode formaciónde los
U mismos,enbasea la biofísicadelAUN ensolucionesconcentradasy a la similaridas

del procesoconotros de elevadacondensacióncromatínicaque aparecenen otrose
sistemasvivos.

u Un factor realmenteimportanteennuestromodeloesla existencia,duranteel
procesodeenquistamiento(Gutiérrezet al., 1990),deunaconsiderabledeshidratación
celular que conlíeva una apreciable pérdida de volumen citoplasmático yu

• macronuclear,un incrementtode la densidadcitoplasmática,empaquetamientode

U organelasy condensacióncromatínicamacronuclear.Estapérdidadeaguaintracelular
u espaulatinaa lo largo delprocesode enquistamientoy sehacemásevidenteen lasu

últimas fases del proceso,hasta la formación del estadoquiescente(quiste de
• resistencia)en donde la actividad metabólicaes, consecuentemente,nula o muy

U escasa.
Enla condensacióncromatínicaoempaquetamientodelAUN nosólotieneunau

función importante la presencia de proteinas especializadas,sino también la
• concentraciónde dichasmacromoléculaspor unidadde volumen,ya queel valor de
• esteparámetro,cuandoeselevado,puedeacarrearel ordenamientoespontáneodel
U

AUN en fases cristalinas liquidas (Leforestier and Livolant, 1993; 1994). Se ha
• estimadoque tanto el nucleoidebacterianocomo el núcleoeucariotaes un medio
U
e
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U denso,fluido demacromoléculas,dondela concentracióndeAUN puedeestardentro

del rangode 50-500 mg/ml (Leforestier and Livolant, 1994), llegandohasta800
U
• mg/ml en las cápsidasvirales maduras(Krawiec and Riley, 1990). Dentrode este
• rangode posiblesconcentraciones,el AUN forma in vitro tres posiblesy diferentes
U fasescristalinas liquidas dependiendode la concentracióndel polititero; la fase
U isotrópica,endondelasmoléculasseorientanal azar.A medidaquela concentración
U
e aumenta,lasmoléculasde AUN se ordenanen un cristal líquido de tipo colestérico

y por último, cuando se alcanzauna elevadaconcentraciónse obtiene la fase
u columnarhexagonal(Livolant, 1934; 1991; Livolant et al., 1989). Estasdos últimasu
• fases,no solamenteseobtieneniii vitro con AUN aislado,sinotambién las podemos

• encontaren sistemasvivos.Unaorganizacióncolestéricasehaencontrádoenciertos
U nucleoidesbacterianos,enlos cromosomasde dinoflagelados,enespermatozoidesde
U

mamíferosy ciertasmitocondrias(Livolant, 1984), mientrasque una organización
• columnarhexagonalpresentasimilaridadescon el empaquetamientodel AUN en
U cápsidasvirales y en la cromatinade espermatozoides(Livolant et al., 1989). Esta

formaciónde cristaleslíquidosentrelos seresvivos esdebidabásicamentea la suma
e

del efectode condensación(mayor concentraciónde AUN por unidadde volumen)
u y a un efectode cristalizaciónpor deshidrataciónmacronuclear.En el procesode
• enquistamientoexistenambas;condensacióncromatinicay deshidratacic5n,quepuede
U

provocarcristalizaciónmacronuclear.
e El modelo que proponemosaquí paraexplicar la formaciónde los cuerpos
u hexagonalessepuededividir envariasfasessegúnel esquemaqueseadjunta(Fig.32).
• Este modelo originado de las observacionesde C. in/Zata, podría igualmenteser
u

aplicado al género Bursaria o a cualquier otro ciliado con dichas estructuras
• cromatíicas.
U Enel estadovegetativo,la cromatinadeC. inflata estadistribuidaenlos clásicos
u

pequeños grumos denominados “pequeños cuerpos”, éstos se, encuentran
interconectadosentresi por fibras (polinémicaso no) de cromatinadescondensada,

e los grumos representanestadoscondensadosde estasmismasfibraÉ. Cuandose
U induceel enquistamiento,comienzala célula a perdervolumen y adoptala forma
u

esférica,la cromatinamacronuclear,en unaprimera fasede estemodelo,comienza
• a experimentarel fenómenodecondensaciónquesetraduceenun incr¿mentode los
e grumoscromatírúcospor fusión de grumosmáspequeñosy un acortamientode las
• fibras intergranulares.A esta condensaciónde la cromatina acompañauna

condensaciónde los componentesnucleolares,hastaquesecondensanen unaúnicaU
u masanucleolarinactiva.
e
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u
U En una segundafasedel modelo,estosgranoso agrupacionesde cromatina
U fibrilar condensaday mayoresquela de los “pequeñoscuerpos’de los vegetativos,
U comienzan, en prequísticos tardios, a experimentar más intensamente la
u
• deshidratación.De tal manera,quelos grumosesféricoso irregularessemiesféricos,
U al incrementarla concentraciónde AUN por unidadde volumen en los mismos,
U

podríancristalizar en formas poligonalescon múltiples pequeñascaras,que al ir
cristalizandopor la deshidratación,se fusionan originando carasmayores hasta

e obtenerel hexágono,queseríala última fasedeestemodeloy queestaríanpresentes
• en gran númeroenel macronúcleodel quistemaduro.
u

Por lo tanto,ennuestromodelo(Fig.32),podriamosdistinguiral menoscuatro
e tipos de compactosomas(entendemospor “compactosoma’a cualquier tipo de
U compactacióndeAUN), independientementede los nucleosomasenqueseorganizan
• las fibras cromatínicas, que también son compactosomas.Estos tipos deu
• compactosomasserian:los “pequeñoscuerpos”de lascélulasvegetativas,los grumos

u o agrupacionessurgidasde la uniónde doso tres “pequeñoscuerpos”cromatínicos,
U lasagrupacionesde grumosqueoriginanla baseo el núcleoiniciadorde los cuerpos

poligonalesy finalmentelos cuerposo lamelashexagonales.e
Para la formación de estos compactosomasno es absolutamentenecesario

• acudir a la apariciónde proteinasespecíficasqueayudena la compactación,sólola
• reducciónde volumeny por lo tanto, incrementode la concentraciónjunto con una
e

cristalizacióninducidapor la deshidratación,seríansuficientesparasu formación.
• ¿Sonestoscuerposhexagonalessimilaresala organizacióncolumnarhexagonal

U descrita para elevadasconcentracionesde AUN?. Aunque existe una analogía
U estructuralentrela organizacióncromatíicaenla cabezade un espermatozoidey la
u
• organizacióncromatíicadelinteriorde los cuerposhexagonalesdeC. fn/Zata,creemos
u queno tienenqueser igualesya que,la organizacióncolumnarhexagonalseorigina
U in viti-o sin intervencióndeproteinaalguna,y enlos ejemplosbiológicosantescitados,
u

endondesepuededarestaorganización,la cromatinaestadesprovistade lashistonas
e típicasy no presentaunaestructuranucleosómica.En los cuerposhexagonales,por
u el contrario,semantienela estructuranudeosomal.
• Por todo ello, pensamosque estasformas de cristalizaciónde cromatina,
e

encontradasen dos ciliadoscolpódidos,puedenser únicasy especificasdel proceso
e de enquistamientoy de la cromatinamacronuclearde estosciliados.
U Porúltimo, tambiéndebemosrecordarqueel encontrar,tantoenel citoplasma

u como en el interior del macronúcleode protozoosciliados enquistándose,formas
U
e cristalinaso paracristalinas,es bastantecomún (Uallai et al., 1985; Gutiérrez and
u
U
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U
U Perez-Silva,1983).Muy probablemente,estasestructurasseoriginen,igualmentepor
e la deshidrataciónque sufrela célula durantela formacióndel quistede resistencia.
u
U
u
e MODELO DE FORMACIÓN DE LOS CUERPOS HEXAGONALES
U
U
U
e VEGETATIVO PREQUISTICO QUISTE
e _______ _______

u

u 5 _eUe
INCREMENTO DESHIDRATACION

e CRISTALIZACIÓN
u
• INCREMENTO DE LA CONDENSACIÓN

U CROMATÍNICAe
e
U
u
• Fíg.32
U

4. ANÁLISIS POR MICROSCOPIA CONFOCAL Y CITOMETRÍA DE FLUJO DEu
LOS ESTADOS VEGETATIVO Y OUISTICO DE Colvodainflata

u
• Uel análisisde lasmicrografíasde microscopiaconfocalsobrevegetativosde
U C. fn/Zata, se confirma lo observadopor microscopiaeléctronicade transmisión;la
u
e cromatina macronuclearvegetativa se compone de regiones más tondensadas
• incluidasen un carioplasmade cromatinadifusa.Estasimágenessecorrespondeno
U equivalena las obtenidas trás tinción con Feulgen(Martín-Gonzálezet al., 1991) o
e

con el fluorocromoUAPI en C. fn/Zata. A su vez, las regionesmáscondensadasse
e componende otras,de intensidadfluorescentevariable,quepodríancorrespondera
• los denominados“pequeñoscuerpos”,perfectamenteobservadospor microscopia
• electrónica.
U Por el contrario, la cromatinamacronucleardequistesmadurospresentauna
U
• fluorescencia(con el YP) homogéneaen toda la masamacronucleary n¿ sedetectan
u
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zonas“claras”o “vacias”de fluorescenciaquecorresponderíanaregionesdecromatina

U fibrilar difusa no compactada.Igualmente,estas observacionesencajancon las
u

obtenidas,tanto por microscopiaelectrónicade transmisiónestandarcomo las de
e dispersióndecromatina,en dondesemuestrala fusiónde agrupacionescromatínicas
U duranteel enquistamiento.

U A partir de estasmicrografíasse realizó una estimaciónde los volúmenes
U
e ocupadosporla masamacronuclearquisticay la vegetativa,y secuantificóla pérdida
U devolumenexperimentadaduranteel enquistamiento.La diferencia obtenidaentre
u dichosvolúmenesseestimóen,aproximadamente,un65%. Esteesel volumen(322,8e• pm3) quesepierdeentreel estadovegetativoy quistico.Estareducciónde volumen

e macronudearse corresponde,o es proporcional, a la pérdida de volumen
U citoplasmáticoo celular,queigualmenteesdeun 65% (Martín-Gonzálezet al., 1992).

u Unacorrespondenciaigualmenteestrechaentrela pérdidadevolumencelularu
e y la macronuclear,también se ha encontradoen el hipotrico Gastrostyla steinfi
u (Gutiérrez,1985). En esteciliado, la pérdidade volumen celular desdela forma

• vegetativaal quistede resistenciaesdelordendeun 87%,mientrasquela reduccióne devolumenmacronuclear(cuatromasasmacronuclearesenestadovegetativo,quese

e fusionanoriginandouna única masamacronuclearquistica)esde un 80%, un valor
• equivalenteal volumencelular.

En cuantoa la reducciónde volumen,C. fn/Zata estaen general,dentrode los
e
• márgenesestablecidosparalos ciliados(60-80%)(Gutiérrezet al., 1990).Si enel resto
u delos ciliadosenquistablesseestablece,igualmente,unacorrelaciónentrepérdidade
U volumencelulary macronuclear,tanestrechacomoen los doscasosmencionados,se
u podríaestablecer,por extrapolación,unareglageneralaplicableal enquistamientode

• ciliados,en la que se podríadecir que;duranteel enquistamientola reducciónde
u volumen nuclear es proporcional a la reducción de volumen de la célula,
• manteniéndoseasíconstantela razónnúcleo-citoplasmática.
U En la reduccióndelvolumen nuclearpodría influir, no sólo la condensación
u
e cromatínica,sinola pérdidadeAUN macronuclear,en lo quesedenominael cuerpo
• de extrusión.No en todos los ciliados se origina, duranteel enquistamiento,una
U pérdidavisible de AUN en forma de cuerpo de extrusión, por lo que no es
e
e generalizablea todos los ciliados.e Por primeravez, en el estudiodelenquistamientode ciliados, seha aplicado
U la citometria de flujo para la estimación de la cantidad de AUN total

(fundamentalmentemacronuclear),usandoel fluorocromoUAPI, de vegetativosye
• quistesde resistenciamadurosdeC. fn/Zata.

u
e
• 106
e
u
e
U



e
e
e
U
U DISCUSIÓN
u
U El análisisde los histogramasobtenidosnosmostróqueaunquelosvaloresde

e AUN total eranampliosparaambaspoblaciones(vegetativosy quistes),indicandola
U
• amplitudde laheterogeneidadenlosvaloresdeploidíamacronuclear,enla población

e de quisteslos valoressonmenores,lo cual sepuededeberaque en la población de
U vegetativosencontramoscélulasentodaslas fasesdelciclo crecimiento-división,por
u

lo quela amplitud de la distribución esmayor que en unapoblacióndiferenciada
e (quistede resistencia).
• Otra característicadiferenciativaimportante,esla quenos indicanlos valores
U mediosdel contenidodeAUN de ambaspoblaciones.La diferenciaencontradaesdeu
• aproximadamenteun47%.Estevalordiferencialprobablementerepresentala pérdida
e de AUN macronuclearcausadapor el cuerpode extrusión,por lo que,si es así, el
• AUN extruido esel 47% del AUN total macronuclear.Este porcentajede AUN no
u

equivaleexactamentecon el volumen estimadodel cuerpode extrusión(1/3 t164
• pm3) respectodelvolumendel macronúcleo,pero,de hecho,no sonparámetrosque

U debennecesariamentecorrespondero estarrelacionados.Curiosamente,el volumen
• estimadoparael cuerpodeextrusiónesprácticamentesimilar al delmacronúcleodel
u

quistemadurocuandoya seencuentracompletamentecondensadala cromatina.
• Si no fuerapor la evidenciade la aparicióndelcuerpodeextrusiónduranteel
• enquistamiento,la reducciónen la cantidadde fluorescenciaen quistesmadurosse
u podríatambiéninterpretarcomola interacciónno estequiométrica“colorante-AUN”,e
• quesepuededebera unadisminuciónenla permeabilidadcelular al coloranteo a
• un cambioconformacionaldelAUN queimplicara unadisminuciónde la capacidad
U de unión del colorantea dicha macromolécula.Ambasconsideracionessonfactibles
u

enel procesode enquistamiento,ya quela paredquisticapodríaretenero disminuir
• el accesodel colorante al interior celular y además,como conocemos,el AUN
• macronuclearquistico se encuentraaltamentecondensado,por lo que podría

igualmentedificultar la interaccióndel fluorocromocon el AUN.
Estosdosfactores,y sobretodoel segundo,no debenexduirsecompletamentee

• al considerarlas medidas de fluorescenciade quistes maduros. Sin embargo,
U pensamos,que una gran parte de la disminución de fluorescenciase debea la

u sustancialpérdidade AUN macronuclearquetienelugar duranteel enquistamientoe
de esteciliado.

e El datoobtenido(un47%) representala pérdidadefluorescenciapromediode

• unapoblaciónheterogéneadequistesderesistenciamadurosde C. fn/Zata, lo cualnos
u lleva a considerarque muy probablementeno todaslas célulaspierdenla misma
• cantidady queello dependeráde la cantidadde AUN macronuclearvegetativodel
u
e
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U quepartaal enquistarse.Esto estaríade acuerdocon la consideración,aplicadaa C
• cucullus(Morat et al., 1981),dequela cantidaddeAUN del cuerpodeextrusiónestá
e

relacionadacon la de la célula prequistica.Lo que, igualmente,podría estar de
• acuerdoconla ideade queel cuerpode extrusióntienela finalidad de mantenerla
U constanciade la razónnúcleo-citoplasmáticacelular.
U Unaposibley futura forma de cuantificarla pérdidagénicainvolucradaen la
U

formacióndel cuerpodel cuerpode extrusiónduranteel enquistamiento,podríaser
u evaluandola disminuciónde dosisgénicade un gen o genesespecíficos(como el
U AUNr) usandola técnicadePCR-cuantitativo,partiendodelmismonúmerodecélulas
U vegetativasy quisticas,siemprey cuandosupongamosque la pérdidade AUN
e
• macronuclearno seaselectiva.
u
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CONCLUSIONES
U
u
u 1. Sobre la naturaleza del ADN macronuclear vegetativo y quistico de Colpoda

u inflata.u
u
• a)-El AUN macronuclearde C. fn/Zata, esbásicamentesimilar al mostradopor
• himenostómidos,como Tetrahymena,y está organizadopor nioléculas de
u

tamañosubcromosómicosólovisualizablesenelectroforesisdecan=populsado.
u
• b)- El tamañopromediode las moléculasmacronuclearesde C. fn/Zata se

• asemejamás al que presentaTetrahymenathennophfla, y se aleja del queu• presentanel restode los ciliadoscon AUN de elevadotamañonSolecular.

u
• c)- El patrónelectroforéticode C. fn/Zata, obtenidopor electroforesisde campo
u

pulsadoessimilar al mostradopor diferentesespeciesdel géneroParamecium;
• una poblaciónheterogéneay continuade moléculasde un amplio rangode

e tamaños.Por el contrario se diferencia sustancialmentedel mpstradopor
• diferentesespeciesdel géneroTetrahymena.
u
u
• d)- Los genesribosómicosde C. fn/Zata se localizan en una bandadiscreta
• dentrodel patrónelectroforéticode campopulsado.Esta localizációnparece
e

presentarciertogradode polimorfismo,dentrodel géneroColpoda,por lo que
seriaunaherramientaútil parala identificacióndealgunasespeci~s,adicional

• al análisisdelcorticotipo.
u

2. Sobre los cambios en el patrón de metilación macronuclear durante elu
• enquistamientode Colpodainflata.

U
U a)- El genomamacronuclearde C. fn/Zata parecepresentarcomo única base
U

metiladala 5-metilcitosina,al igual queBlepharfsmajaponicumy al contrariode
lo quesucedeenel restode los ciliados,hastaahoraestudiados,nopresenta6-
metiladenina.

u
u
• b)- Tanto el análisiscon endonucleasasde restriccióncomolos experimentos
• con el agentedesmetilante5-azacitidinamuestranla existencia’de posibles
u
U
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u
U desmetilacionesen el AUN macronuclear,como un posible mecanismode

U aperturade genesinvolucradosenel enquistamientodeC. fn/Zata.Igualmente,u
la desmetilacióndelAUN macronuclearserealizarlapor unmecanismoactivo,

U sin la intervenciónde replicacióndel AUN.
U
u

c)- Además,duranteel enquistamientode esteciliado,existiríaunametilación
• selectivade genesribosomalesmacronucleares.
U
u
U

3. Sobre el análisis estructural del macronúcleo y cromatina macronuclear durante
u el enquistamiento de C. inflata.
U
U

a)- Al igual que en la mayoría de los ciliados, la cromatinamacronuclear
• vegetativade C. fn/Zata estáconstituidapor numerososcuerposdiscretosde
U cromatina condensada,los cuales presentan una organización típica
U nucleosomal.u
u
e b)- El macronúcleode C. fn/Zata contieneun nucleolocompuesto,formadopor
U numerosasmasasnucleolares.Uuranteel procesode enquistamiento,estas
U masasnucleolaresse fusionan originando una única masanucleolar sinu
• organizadoresnudeolares.Uemanerasimilar alo queocurreenotrosprocesos,
U endondela inaniciónestápresente,la fusióndenucleoloslleva consigouncese
U en la biosíntesisde ALEN ribosómico y, por extrapolación,un bloqueoo
u

disminuciónbiosintéticageneralizada.
U
u
u

c)- Duranteel enquistamientode C. fn/Zata,al igual queen otros colpódidos,
existela formacióndeuncuerpodeextrusióndecromatinamacronuclear.Esta

u pérdidade AUN macronuclear(estimadaen un 47%) seinterpretacomo un
• mecanismoquemantieneconstantela razónnúcleo-citoplasmáticade la célula.
U
e
u d)- Porsegundavez,sehadetectadola presenciadeunfenómenodeoligoténia
U en la cromatinamacronuclearde un ciliado colpódido.
u
u

e)- La cromatinamacronuclearde quistesde resistenciamadurosde C. fn/Zata
• está constituida fundamentalmentepor cuerpos de estructura poligonal
u
u
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U
U (hexagonal),que,asuvez,secomponendefibrasnucleosomalescompactadas.

El descubrimientodeestasestructurasenla cromatinaquisticadeC. fn/Zata,por
U
• unaparte,confirmalos resultadosobtenidosenlasespeciesdelgéneroBursarfa,

U y por otra parte, constituyela segundavez que se describenen un ciliado
U colpódido,siendola primeravez queseobservanenel géneroColpoda.u
e
e fl- Tantolos datosmolecularescomolos estructuralesnosconfirmanla ideade
U quela cromatinamacronuclearquísticaestranscripcionalmenteinerte,y que

el quiste de resistenciao estadocriptobiótico es una forma genéticamente
U

inactiva.
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