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1. MICROTUBULOS
1.1. IMPORTANCIA BIOLOGICA ’

Los microtibulos son componentes citoesqueléticos presentes en casi todas las
células eucariotas. Participan en una gran variedad de funciones, principalmente en las
relacionadas con procesos de transporte y movimiento celulares. Forman parte de
estructuras como los axonemas ciliares y flagelares que participan en la creacién de
corrientes implicadas en la movilidad de la célula. Por otro lado, forman el huso mitético
cuyo papel es esencial en la segregacién de los"cromosomas durante la divisién nuclear.
Los microtdbulos estdn también implicados en el transporte intracelular de vésiculas y

organulos y en la determinacién y el mantenimiento de la forma de la célula.
1.2. ESTRUCTURA

Los microtibulos son largos cilindros huecos Ve : N i
compuestos normalmente por la asociacién

longitudinal de 13 protofilamentos. El protofilamento

N Tubuling u

se forma a partir del ensamblaje alternativo de
Tubulina

subunidades globulares de o y  tubulina (en forma
de  heterodimero aB). Los protofilamentos
interaccionan entre si hasta completar la formacién

o i
del microtabulo.

T 240m

fig. 1- Estructura del microtibulo
(Paniagua er al., 1998).

El microtdbulo presenta una polaridad debida a la disposicién asimétrica de sus
subunidades. Los dos extremos opuestos crecen y se despolimerizan a velocidades muy

diferentes: presentan un extremo (+) o distal de crecimiento rdpido, y un extremo (-) o
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proximal de crecimiento lento.

Ademads de las o y B tubulinas, que forman el heterodimero o8 tubulina, pertenece

también a la superfamilia de las tubulinas, la 7y tubulina.

La vy tubulina estd presente en el material pericentriolar, en centriolos y en el cuerpo
basal de cilios y flagelos (Muresan et al., 1993; Fuller et al., 1995; Komarova et al., 1997
y Moudjou et al., 1996 en Ruiz et al., 1998). Forma anillos a los cuales se asocian las
subunidades de o3 tubulina para nuclear los m{érotﬁbulos (Zheng et al., 1995; Wiese y
Zheng, 1999). Erickson y Stoffer (1996) han propuesto un modelo en el que la ¥ tubulina
forma una espiral que se prolonga tangencialmente en un protofilamento recto que sirve de
nicleo de polimerizacién al que se afiaden subuniaades de aff tubulina durante la formacién

del microtibulo.

fig. 2- Modelo de nucleacién del microtiibulo ensamblado a partir de la espiral de y tubulina (Erickson y Stoffer,
1996). 0

1.2.1. Estructura de la tubulina
Las oo y 3 tubulinas son una familia de protefnas de aproximadamente unos 450
residuos cada una, que se encuentran muy conservadas en la evolucién. En el modelo de

estructura de la tubulina (Nogales et al., 1998) se propone la existencia de un nicleo
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formado por dos ldminas B, flanqueadas por doce hélices a.. Se distinguen tres dominios:

un dominio N terminal, constituido por laminas
(a) T

3 paralelas que alternan con hélices o, sitio de
unién del nucleétido; un dominio intermedio
que contiene el sitio de unién del taxol en la
subunidad B; y un dominio carboxi terminal,
que contiene dos hélices o que pueden albergar
el sitio de unién de MAPs y de proteinas

motoras.

fig. 3- Modelo de estructura tridimensional
propuesto por Nogales et al. (1998) para
la  tubulina.

La 7y tubulina tiene una menor expresion que las o y B tubulinas, con las que
presenta una homologia del 28-35%. En complejos aislados de extractos de Xenopus o
Drosophila que contienen 3 tubulina, se observan anillos abiertos de aproximadamente 25

nm de didmetro. Estos anillos nuclean microtibulos in vitro.
1.3. DINAMICA

El ensamblaje de los microtibulos depende de varios factores: la presencia de GTP,
iones Mg™ y EGTA (para quelar los iones de Ca™ libres) asi como la temperatura (37°C
en un tampén a pH fisiolégico). En estas condiciones, la polimerizacién implica la
hidrélisis de GTP en el heterodimero de tubulina, que se encuentra unido concretamente
a la subunidad B. Los microtibulos asi formados se encuentran en equilibrio con la tubulina
soluble, que es desplazado hacia la despolimer{zacién cuando baja la temperatura o la
concentracién de iones Mg™ o bien cuando la concentracién de dimeros de tubulina alcanza
la concentracién critica (que es la concentracion minima de tubulina que queda sin

ensamblar y que estd en equilibrio con los microtiibulos en estado estacionario).
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La polimerizacién de tubulina en microtibulos presenta dos fases: una fase de
retraso, en la que se forma el fragmento inicial del microtibulo, y una fase mds rdpida de
elongacién. Los microtibulos polimerizados no son en realidad estructuras estdticas, sino
que se encuentran en estado estacionario creciendo y decreciendo estocdsticamente. En esta
situacién, conocida como “inestabilidad dindmica", se consume continuamente energia
suministrada por la hidr6lisis del GTP de las subunidades que se van adicionando al
microtibulo. Los microtdbulos alterman entre fases de crecimiento lento y de
despolimerizacién rpida (o "catdstrofe"). Los ‘nicrotdbulos en fase de catdstrofe pueden
volver a la fase de crecimiento en un proceso dehominado de "rescate”. La frecuencia de
alternancia entre estas dos fases es diferente en ambos extremos del microtiibulo, siendo

la tasa neta de elongacién mayor en el extremo (+).

Los microtdbulos estdn asociados con proteinas accesorias, como las MAPs
(proteinas asociadas a los microtibulos), que al parecer regulan su ensamblaje ¢ influyen
sobre las interacciones de los mismos con otros componentes de la célula. Pertenecen a esta
clase de protefnas tanto protefnas motoras (la quinesina o la dinefna, por ejemplo), como
protefnas estructurales (MAP1A y B, MAP2, tau). La estabilidad de los microtibulos
tambien puede verse influida por la presencia de iones como el Ca*™ o el Mg™, que
estimulan respectivamente la despolimerizacién y la polimerizacién. Por su papel
fundamental en la formaci6n del huso mitético, los microtdbulos son ademds el blanco de
numerosas drogas antimit6ticas. Se conocen un elevado nimero de drogas que inhiben la
polimerizacién y provocan la despolimerizacion de los microtibulos, como la colchicina

o la vinblastina; otras, como el taxol, inhiben la despolimerizacién de los microtibulos.

Uno de los factores determinantes para la estabilidad de los microtibulos es la
temperatura. Los microtdbulos de los mamiferos homeotermos despolimerizan a
temperaturas por debajo de los 20°C. Sin embargo, existen organismos psicréfilos que estdn
perfectamente adaptados a las bajas temperaturas y esto implica que la poblacién

microtubular debe mantener su estabilidad en estas condiciones de baja temperatura.

il.

4
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2. ESTABILIDAD DE LOS MICROTUBULOS A BAJAS TEMPERATURAS

La investigaci6n sobre la estabilidad de la tubulina a bajas temperaturas se inicié
en ciertas poblaciones de microtibulos citopldsmicos de ¢élulas de mamifero que son
resistentes a la despolimerizacién a temperaturas cercanas a los 0°C. Brinkley y Cartwright
(1975) y Salmon y Begg (1980) mostraron que 16s microtibulos del cinetocoro en células
en divisibn no despolimerizaban a bajas temperaturas, mientras que si lo hacen los
microtibulos interfisicos. Jones et al. (1980), en un estudio al microscopio electrénico en
neuronas de rata, encontraron NUMErosos microtibulos intactos despues de incubar el tejido
durante 1h a 0°C. Webb y Wilson (1980) y M'argolis y colaboradores (Job er al., 1981,
1982; Margolis y Rauch, 1981; Pirollet et al.; 1983) han realizado comparaciones entre
poblaciones de sistemas microtubulares aisladas. de cerebro de rata y de oveja, unas ldbiles
y otras estables al frio. Segin estos autores, la estabilidad de estas fracciones de
microtdbulos estables en frio, aisladas de mamiferos, se debe a la presencia de

determinadas proteinas de bajo peso molecular asociadas a los microtibulos.

Sin embargo, la mayor parte de nuestro conocimiento sobre la adaptabilidad al trio
de los microtdbulos proviene de estudios llevados a cabo sobre las tubulinas de peces de

aguas frfas, organismos cuya temperatura interna difiere enormemente de la de los

mamiferos (entre -2°C y +2°C).
2.1. DINAMICA DE LOS MICROTUBULOS A BAJAS TEMPERATURAS

Se han aislado microtdbulos del bacalao atldntico (Gadus morhua) y de diversos
peces antdrticos (principalmente de Notothenia coriiceps neglecta y Notothenia
gibberifrons) (Williams y Correia, 1985;. Detrich y Overton, 1986, 1988; Detrich y Parker,
1987, 1993). De los estudios realizados sobre ‘:el ensamblaje in vitro de la tubulina
purificada de estos peces, se pueden extraer las siguientes conclusiones: la capacidad para

ensamblar en frio se encuentra en la propia molécula de la tubulina ya que no requiere
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proteinas asociadas para ello; la concentraci6n critica de ensamblaje de las tubulinas de
estos peces a 0°C es similar a la de las tubulinas de mamiferos a 37°C, si bien a
temperaturas suprafisiolégicas (> 0°C) 1a concentracion crftica disminuye para el ensamblaje
de las tubulinas de peces antdrticos; al igual que los microtibulos de seres homeotermos,
en caliente, los microtibulos de peces antdrticos a bajas temperaturas in vitro son
estructuras dinimicas, compatibles con fenémenés de flujo de subunidades de tubulina e

inestabilidad dindmica (Himes y Detrich, 1989; [.)etrich et al., 1989).

Las tubulinas de peces antdrticos se desdoblan por electroforesis en las dos bandas,
de o y B tubulina, con semejante movilidad que las de mamiferos. Las principales
diferencias se centran a nivel de la subunidad a. Utilizando técnicas de isoelectroenfoque
y electroforesis bidimensional se observan bandas que no aparecen en las tubulinas de
animales de sangre caliente; destaca la presencia de isoformas de la o tubulina con mayor
caracter bdsico (con mayor proporcién de aminodcidos bisicos). Detrich et al. (1986, 1987)
sugieren al menos dos mecanismos moleculares para obtener microtiibulos estables al frio:

un mayor caracter bdsico de la o tubulina y la presencia de interacciones hidrofébicas.

Por otro lado, los estudios realizados con tubulina purificada de huevos de las
mismas especies de peces antdrticos han demostrado que la capacidad de ensamblaje de
esta tubulina es mayor que la de la tubulina del cerebro (Detrich et al., 1992): de hecho la
concentracion critica para la tubulina de los huevos era extremadamente baja, 0,057 mg/ml
a 3°C, frente a un 0,87 mg/ml de la tubulina del cerebro. Estos resultados parecen apoyar
la "hipétesis de la multitubulina” (Fulton y Simpson, 1976) segiin la cual, los distintos
isotipos de la tubulina difieren en sus propiedades de ensamblaje: se propuso que la
tubulina de los huevos se ensamblaba m4s eficientemente a causa de una disminucién en
la repulsién entre cargas, debido a que esta tubulina es menos 4cida respecto a la del

cerebro. Sin embargo, la secuencia de este isotipo de tubulina adn no se conoce.
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2.2. ISOTIPOS DE o Y 8 TUBULINA

Los isotipos miiltiples de o y B tubulina codificados por diferentes genes, estdn
ampliamente distribufdos entre los eucariotas (aparecen en muchos animales, plantas,
hongos y protistas). Las diferencias entre los productos de expresién se localizan,
principalmente, en los iltimos 15 aminoécidos del extremo carboxi terminal y, en menor

medida, en la regién amino terminal, entre las pé@iciones 25 y 60.

Su estructura, distribucién y funcién han sido revisadas en varias ocasiones (Cowan
y Dudley, 1983; Cleveland y Sullivan, 1985; Cleveland, 1987; Sullivan, 1988; Litde y
Sechaus, 1988; Joshi y Cleveland, 1990; Luduefia, 1993; Gaertig et al., 1993; Raff, 1994;
Ludueifia, 1998).

Existe una enorme variabilidad entre isotipos. A veces, dos isotipos en €l mismo
organismo pueden diferir entre ellos s6lo en una posicién, como es el caso de la o tubulina
de los flagelados fotosintéticos Polytomella y Volvox. En €l otro extremo, los dos isotipos
B de la ameba Reticulomyxa difieren en un 41%. Algunos organismos tienen una udnica
forma de o pero mé4s de una forma de B; en otros se produce el fenémeno a la inversa. El
niimero de isotipos también es variable, los mamiferos parecen tener seis formas de o y

siete de B, mientras que la planta Arabidopsis tiene seis de o y nueve de 8.

2.2.1. Significado funcional

Se han descrito tres posibles modelos para explicar el significado funcional de la

existencia de isotipos distintos de la tubulina {Luduefia, 1998).

El modelo 1 considera que los isotipos no tienen un significado funcional. Podria
aplicarse a aquellos isotipos que difieren en s6lo una o dos posiciones de manera que,

parece dificil que diferencias tan mfnimas puedan tener un significado funcional.
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Un segundo modelo propone que los isotipos podrian no tener una funci6n
especifica per se, pero su presencia puede incrementar la capacidad de respuesta de los
organismos a los cambios ambientales. Segiin este modelo, la existencia de varios isotipos
diferentes supondria una ventaja adaptativa, sin que esto suponga una diferenciacién

funcional.

La tercera posibilidad serfa la de que distintos isotipos podrfan realizar funciones
diferentes. Es decir, los isotipos difieren en ciertas propiedades que pueden modular su
comportamiento y, por lo tanto, su funcién.

A. Isotipos sin significado funcional (modelo 1)

Todos los isotipos B de mamifferos, incluyendo €l BVI muy divergente, forman tanto

la red interfisica como el huso mitético; de forma que no parecen existir diferencias

funcionales inherentes a los distintos isotipos.

En el hongo Aspergillus los isotipos son expresados diferencialmente en las fases
del ciclo celular (crecimiento, esporulacién). Sin embargo, en todos los casos las
deficiencias en cualquiera de las distintas isoformas, son compensadas con una mayor

expresién de las otras.

B. Isotipos que son adaptativos pero que no realizan funciones especificas (modelo 2)

Un ejemplo de este modelo se produce en el vegetal Arabidopsis, que tiene seis
genes para la o tubulina y nueve parala B. La tr%\_nscripcién de algunos de los genes B es
dependiente de la temperatura. A bajas temperan_;'i'as, disminuye la transcripcién de TUB2,
TUB3, TUB6 y TUBR y la de TUBY aumenta. TUBY parece ser mds estable al frio. Por lo
tanto, en Arabidopsis l1a expresién diferencial es un mecanismo de adaptacién a los cambios
ambientales (Chu et al., 1993). Joshi et al. (1987) también observaron que la presencia de

BVI conferia cierta estabilidad al frfo a los microtdbulos.
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El mismo modelo se aplica claramente a los nematodos. En cepas salvajes del
nematodo Haemonchus contortus existen varios isotipos de 8 tubulina, mientras que en
cepas resistentes al benzimidazol solo hay uno. Esto implica que la presencia de ciertos

isotipos ayuda a mediar la resistencia frente a factores ambientales adversos.

En lineas celulares tumorales humanas hay un incremento en la expresién de BIII
y BIVa cuando las células se hacen resistentes a la estramustina. El incremento de BII es

mucho menor. El taxol tambien altera la expresion de los isotipos B de otras lineas

celulares.

En definitiva, 1a expresién diferencial de los isotipos de tubulina puede contribuir
a desarrollar resistencia frente a las drogas antitubulina en células tumorales, de la misma
manera que, diferencias en la expresién de isotipos, ayuda a nematodos y vegetales a

adaptarse a condiciones ambientales adversas.

C. Isotipos con funciones especializadas (modelo 3)

En células PC-12 de rata se expresan cinco isotipos B (BI-BV} pero se incorporan
preferencialmente B8I, 8II y BIV en sus microtdbulos. De hecho, se ha descrito que BIII
aparece en estas células en forma globular y no parece estar incorporado en los
microttibulos. Por otra parte, células de la traquea y de retina bovina que expresan BH y

BIV, presentan s6lo 8IV en sus microtibulos axenemales.

En Drosophila se han descrito cuatro genes que codifican para la 8 tubulina,
definiendose el patrén de expresién de tres de ellos. Uno de los isotipos (B2) parece
expresarse especificamente en células germinales, mientras que los otros dos estdn
implicados en la formacién del citoesqueleto en el resto de las células, siendo el B3 la

forma mds divergente, y con una funcién m4s especifica que el 81.
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2.3. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LA TUBULINA

La heterogeneidad de la tubulina no es sélo debida a la presencia de isotipos sino
que también pueden aparecer miiltiples formas de tubulina por modificaciones

postraduccionales que tienen lugar en el producto’ primario del gen.

Se han descrito modificaciones post-traduccionales en tubulinas aisladas de peces
de aguas frfas. En concreto, estudios inmunol6gicos han detectado un alto grado de
acetilacién y un predominio de la forma detirosilada en tubulina aislada del cerebro del
bacalao atldntico (Gadus morhua), 1o cual se ha relacionado con la caracterfstica estabilidad
de sus microtibulos (Billger et al., 1991). Los microtibulos de otras tres especies de peces
de aguas frias (Zoarces viviparus, Labrus bergylta y Oncorhynchus mykiss) también se han

encontrado acetilados y detirosilados (Modig et.ql., 1994).
i M

2.3.1. Acetilacion

La acetilacién de la o tubulina se produce especificamente sobre el grupo £ amino
de la Lys 40. Esta modificaci6n tiene el efecto de neutralizar la carga positiva de este
grupo y se ha observado también en las o tubulinas de diversos organismos: vertebrados,
insectos, equinodermos, nematodos, plantas y los protistas Physarum, Trypanosoma,
Chlamydomonas, Trichomonas y otros (Luduefia, 1998). Los microtdbulos que presentan
tubulina con la Lys modificada son m4s estables en presencia de drogas antitubulina (Geyp
et al., 1996). La acetilaci6n es particularmente nofable en los microtdbulos axonemales, que
son generalmente estructuras muy estables, e{qn;]ue otras poblaciones de microtibulos
también contienen tubulina acetilada (Ludueiia, 1998). Se ha caracterizado una o tubulina
acetil transferasa y una tubulina deacetilasa. La acetilacién parece ocurrir en la tubulina
después de que ésta es incorporada en los microtGbulos (Ilscherner y Brandt, 1996). Aparte

de incrementar la estabilidad de los microtibulos, la funcién precisa de la acetilacién no

es aun conocida.
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2.3.2. Tirosilacién, detirosilacién y tubulina no tirosilable
La o tubulina es susceptible de entrar en un ciclo de eliminacién y de readicién del
residuo de tirosina en su extremo carboxilo terminal. Este ciclo se produce tanto en los

isotipos de o tubulina que presentan una tirosina en esta posicion terminal como en los que

carecen de ella.

La detirosilacién se debe a la accién de una tubulina carboxipeptidasa especifica.

La enzima actdia tanto sobre la forma polimerizada como sobre el el heterodfmero, si bien

es dos o tres veces mis activa sobre la primera.

%
La readicién del grupo tirosilo es realizada por una tubulina tirosina ligasa que actia

preferentemente sobre la a-tubulina soluble, y requiere ATP.

Esta modificacién estd presente en la tubulina de varios vertebrados, gambas y

tripanosomas (Luduefia, 1998).

La tubulina tirosilada y no tirosilada forma, a menudo, poblaciones de microtdbulos
con diferentes funciones en la misma célula. La tubulina tirosilada es comiin en la red
interfdsica y en el huso mitético, mientras que la tubulina no tirosilada aparece en algunos
microtibulos interfdsicos (Gundersen et al., 19843 y en elementos citoesqueléticos como
cilios, flagelos, centriolos y bandas marginales (Gundersen y Bulinski, 1986; Sherwin et
al., 1987). Los microtiibulos detirosilados constituyen in vivo, aparentemente, una poblacién

mis estable.

#* Tubulina na tirosilable

Hay una forma de o tubulina modificada postraduccionalmente en la cual se han
eliminado los dos dltimos residuos (Glud50 y Tyr451). Esta forma de tubulina, denominada
tubulina A2, no es sustrato para la tubulina tirosina ligasa por lo que esta poblacién no

entraria en ciclo de tirosilacién-detirosilacién (Barra et al., 1980; Parturle-Lafanechere et

11
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al., 1994).

En veriebrados, esta modificacién es particularmente frecuente en la tubulina
cerebral. Su distribucién en neuronas es distinta de aquella de la tubulina detirosilada
(Paturle-Lafanecher et al. 1994), También se han descrito poblaciones no tirosilables en
cilios y flagelos de erizo (Mary et al., 1996). Los microtibulos que contienen tubulina A2

se piensa gue son muy estables.

Por el momento se desconocen los mecanismos enzimaticos implicados en esta

modificacién postraduccional.

2.3.3. Otras modificaciones postraduccionales de la tubulina

A. Fosforilacién

La fosforilacién de la 8 tubulina se observé, por primera vez, en el cerebro de rata
(Eipper, 1972) en un isotipo que fué identificado, m4s tarde, como BHI (Luduefia er al.,
1988; Diaz-Nido et al., 1990). Eipper localizé el sitio de la fosforilacién in vivo en la
region carboxi terminal, pero puntualizé que la fosforilacién in vitro era de muy baja
actividad especifica y que ésta podria tener luga;: en varios sitios de la tubulina (Eipper,

1974a,b).

Se ha identificado con precisién la Ser444 como punto preferente de fosforilacién,
y en menor medida la Tyr437 en el isotipo BIII (Diaz-Nido et al., 1990; Alexander et al.,
1991), aunque adn no estd claro cuales son las enzimas que llevan a cabo la fosforilacién

in vivo.

La funcién de la fosforilacién tampoco estd clara; parece que la eliminacién del
fosfato inhibe el ensamblaje de microtibulos inducido por MAPs, sin embargo, no afecta
al ensamblaje de la tubulina pura en glicerol: el fosfato puede, pués, mediar la interaccién

con las MAPs (Khan y Ludueiia, 1996).

12
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Posteriormente se ha descrito la fosforilacién en tubulinas de organismos tan
diferentes como: el isotipo BVI de la tubulina del eritrocito de pavo (en la Ser441; Rudiger
y Weber, 1993), la tubulina de la lombriz del tabaco (Song et al., 1994), 1a tubulina de la
zanahoria (Koontz y Choi, 1993), la o tubulina de linfocitos B humanos activos (Peters et
al., 1996), la tubulina de los axonemas del esperma del erizo de mar (Stephens, 1975) o
la del protista Chlamydomonas (Piperno y Luck, 1976).

B. Poliglutamilacion

Esta modificacién consiste en la incorporacién postraduccional de hasta siete
residuos de glutamato en la regién carboxi terminal de ambas subunidades de la tubulina,

la oy la B (Edd€ et al., 1990).

Se ha descrito en la o tubulina neuronal, en la cual es muy comiin (Eddé ez al.,
1990; Alexander et al., 1991; Rudiger er al, 1995). En mamiferos, las cadenas de
poliglutamato son afiadidas al grupo ¥ carboxilo del residuo Gludd5 en la ol y a2, del
Glud41 en el BI, del Glu435 en el BII, del Glu438 en el BIII y del Glu440 en el BIVa
(Eddé et al., 1990; Alexander et al., 1991; Rudiger et al., 1992; Redeker er al., 1992; Mary
et al., 1994 en Luduefia, 1998).

La poliglutamilacién es reversible: de los seis glutamatos normalmente afiadidos en
la tubulina del cerebro, los tres dGltimos son rdpidamente eliminados, mientras que los tres
primeros son mds estables. Es probable que exista méds de una enzima implicada en la
deglutamilaci6n, por lo que el ciclo de glutamilacién y deglutamilacién podria ser muy

complejo (Audebert et al., 1993).

La funcién de la poliglutamilacién no estd clara, pero obviamente el resultado es
la adici6én de un nimero grande de cargas negativas a una regién ya fuertemente 4cida. Hay
evidencias de que la poliglutamilacién favorece la unién de kinesina a la tubulina (Larcher

et al., 1996). El grado de poliglutamilacién influye también sobre la unién de tau tanto a
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L

la o como a B tubulina de ratén (Boucher et al., 1994). Por ﬁltimd, se ha sugerido, que la
poliglutamilacién juega un papel en la movilidad flagelar; esta hiﬂétesis estd apoyada por
la observacién de que un anticuerpo obtenido frente a la tubulina poliglutamilada puede

disminuir la amplitud de la onda flagelar, aunque no afecta a su frecuencia (Gagnon et al.,

1996).
:

i
1

La poliglutamilacién de la tubulina es independendiente de otras modificaciones
postraduccionales. La ¢ tubulina puede entrar en el ciclo de tilfosilacién-detirosilacién
independientemente de su grado de glutamilacién (Eddé et al, 1992). Aproximadamente

el 10% de las formas glutamiladas de la clase III de la 8 ﬁubulina estdn también
fosforiladas (Alexander et al, 1991). ‘

C. Poliglicilacion

Es una modiﬁcacién postraduccional similar a la poliglutamilacién. Se trata de la
adicién de 2-40 residuos de glicina en la regi6n carboxilo terminal de yaseadelax o la
B tubulina, sobre un residuo glutamato (Glu445 en la o y Glu437 en la B), si bien no s¢

excluye la posibilidad de que se produzca también sobre otros residuos 4cidos de esta

region.

Hasta ahora, solo se ha demostrado en microtiibulos axonemales, tanto de protozoos
(en los cilios de Paramecium, Tetrahymena y Stylonichya) como d¢ metazoos (en esperma
de humanos y otros mamiferos, péjaros, erizos de mar y caracoleé) (Luduefia, 1998). La
poliglicinacién, sin embargo, no se ha detectado en el flagelado Euglena (Bressac et al.,

1995; Levilliers et al., 1995; Bré et al., 1996).

La funci6n de la poliglicilacién no esti clara.

D. Tubulina de membrana
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Esta forma de tubulina no ha sido atin secuenciada a31 que no estd claro si
representa una distinta isoforma de tubulina, codificada por genes diferentes, o si estd
modificada postraduccionalmente.

La tubulina de membrana fue descrita por Bhattacharyya y Wolff (1975) en el

tiroides bovino y en el cerebro de rata y por Stephens (1981) en los cilios de la vieira

Aequpectern irradians. ‘
t
1

La naturaleza de la tubulina de membrana es aiin desconocida: podria constituir un
isotipo de tubulina todavia no descubierto, con-una regién hidréfoba que permitirfa su
inclusién en la membrana. También podria ser una .tubulina moditicada
postraduccionalmente. Por iiltimo, se apunta la posibilidad de una tui)ulina con propiedades
conformacionales inusuales, que permitirian su unién con gran afinidad a la bicapa lipidica

(Niggli y Burger, 1987).

3. LOS CILIADOS COMO MODELOS PARA EL ESTUDIO DE LOS

SISTEMAS MICROTUBULARES i

Como se desprende del apartado dos, el .problema de la adaptacién al frio de los
microtibulos se ha afrontado hasta ahora tGnicamente en el 4mbito de los vertebrados. En
este aspecto, asi como en otros de la investigacién de la biologia %:elular y molecular, la
utilizacién de un organismo eucariota unicelular supone evidentes vgntajas experimentales,
como la elevada tasa de reproduccién en condiciones controladas de laboratorio, fécil
manipulacién con técnicas de biologia celular y molecular y, presencia de fenomenos
sexuales que determinan recombinacién genética y renovacion de las lineas celulares (Orias,
1981; Preer, 1986). ‘

;
En los ultimos 15 afios la utilizacién de los protozoos ciliados como modelos

experimentales ha aportado importantes avances en el campo de; la biologfa celular y

{
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molecular. Podemos citar tres ejemplos significativos: 1) Al comiénzo de los afios 80, se
llevé a cabo, en el ciliado Tetrahymena, la primera caracterizaci(ﬁn de las extremidades
teloméricas del cromosoma eucariota, como secuencia nucleou’diti:a repetida e invertida
(Blackbum y Szostak, 1984). Posteriormente, se ha caracterizado en el mismo ciliado un
nuevo tipo de DNA polimerasa especifica para dicha regién (txjelomerasa), que se ha
revelado funcional en todas las células eucariotas (Blackburn, 1991). 2) En 1985, s puso
en evidencia en los ciliados Tetrahymena (Horowitz y Gorovsky, 1985), Paramecium
(Caron y Meyer, 1985; Preer er al., 1985) y Stylonychia (HeIftenlj)ein, 1985), la primera
desviacién del cédigo genético considerado "universal” en células eucariotas ; otras
desviaciones se han descrito sucesivamente en otros protistas. 3) La caracterizacién del
fenémeno de "autosplicing”, es decir, la capacidad de eliminacién de los intrones y reunién
de los exones en una molécula de RNA, descubrimiento efectuado en el ciliado

Tetrahymena (Cech, 1986).

Los ciliados son ademds el grupo de protozoos més favo;recido para el estudio
experimental de la morfogénesis. Son organismos unicelulares muy complejos con una
elaborada organizacién, donde se da tanto la disposicidn regulaf de ciertos orgdnulos
(esencialmente cuerpos basales, homélogos a cemriolos), como la ejxistencia de complejos
organelares que funcionan como 6rganos especializados: un aparat}o oral, para la captura
de comida y fagocitosis; un sistema de vacuolas contréctiles (cuyos poros se abren en
lugares precisos del cortex) para drenar y excretar liquidos y un citoprocto o ano para la
eliminacién de los residuos de la digestion. Estos elementos estdn integrados en un modelo
polarizado (polaridad antero-posterior, que se corresponde con la direcci6n normal con la
que nada la célula y polaridad dorsoventral del organismo completo) y asimétrico (asimetria
derecha-izquierda expresada tanto a nivel de la célula entera como a nivel de cada cuerpo
basal). Durante la reproduccién asexual, cada divisién supone un' conjunto de procesos
morfogenéticos precisamente coordinados a muy diferentes niveles, desde el ensamblaje de
estructuras elementales (microtibulos, cuerpos basales y otros elementos del citoesqueleto

cortical) a la remodelacién del modelo supeiﬁcieﬂ.
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3.1. SISTEMAS MICROTUBULARES EN CILIADOS

1

Los ciliados representan dentro de las células eucariotas, el phylum en €l cual existe
una mayor diversidad y abundancia en sistemas microtubulares. No solo presentan
abundantes cilios sobre su superficie, sino también un complejo citoesqueleto tanto cortical
como intemo, cuyas redes y haces estdn bien desarrolladas y cla;'amente segregadas en
diferentes 4reas intracelulares. En Paramecium, por ejemplo, se han descrito hasta 13
sistemas microtubulares distintos: uno es cortical y transitorio, otros tres, también
transitorios, son intranucleares y, €l resto son introcitoplasmaticos y similares a la tfpica red

citoplasmdtica de células eucariotas superiores.

En los ciliados, a pesar de la diversidad estructural en el citoesqueleto microtubular,
la diversidad genética es mucho mds reducida que la de los organismos pluricelulares: tanto
la & como la B tubulina est4n codificadas por un nimero bajo de genes que ademds, son
muy poco divergentes a nivel de secuencia. Un ejemplo es el ciliado Tetrahymena sp. que
construye su gran variedad de redes microtubulares a partir de séld un gen ¢ y dos genes
B, casi o completamente idénticos en su secj:;mncia (respectiv?mente, T. pyriformis

(Barahona et al., 1988); T. termophila, Gaertig et al., 1993).

Las modificaciones postraduccionales de la tubulina en ciliédos coinciden con las
identificadas en organismos pluricelulares: se ha descrito la acetilacién (Fleury, 1991;
Adoutte et al., 1991; Delgado-Viscogliosi, 1996) y la poliglutamilaéién (Bré er al., 1994).
Ademds, una modificacién postraduccional recientemente caracterizada, la poliglicilacién
(Redeker er al, 1994), se descubri6 inicialmente en axonemas de Paramecium y
posteriormente en aquellos de una gran variedad de organismos desde protistas a mamiferos
(Adoutte et al., 1985, 1991). En cuanto a la tirosilacién-detirosilac;ién en protistas, hasta
el momento sélo se ha descrito en el grupo de los trypanosomas (Sasse y Gull, 1988).

1

3.2. EL CILIADO ANTARTICO Euplotes focardii
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La especie utilizada como modelo en este estudio Euplote.% focardii (Valbonesi y
Luporini, 1990), fue aislada de sedimento marino recogido en la B#.hfa de Terranova (mar
de Ross, Antértida). Es un ciliado hipotrico psicréfilo, que vive a una temperatura éptima
comprendida entre -1.8 y 2 °C y presenta un limite maximo de terriperatura en cultivos de
laboratorio de 8-10°C. Este ciliado constituye, por lo tanto, un sistéma muy adecuado para
tratar de clarificar cuales son las propiedades intrinsecas de la wbulina correlacionadas con

la estabilidad al frio de los microtibulos.

3.2.1. Morfologia general

E. focardii estd aplastado dorsoventralmente. Su forma y dimensiones varian
enormemente en funcién del tipo de alimentacién. Habitualmente la forma celular celular
es elipsoidal aunque las células sobrealimentadas adoptan una forma casi redondeada. Las
células vegetativas presentan unas dimensiones medias in vivo de 79,8 u de longitud y 58,6

u de anchura.

El aparato nuclear estd formado por un macroniicleo de gran tamafio con forma de
herradura y un micronicleo, esférico y compacto, localizado cerca del macroniicleo, en la

mitad anterior izquierda de la célula, ,

3.2.2. Ciliacién e infraciliacion
Euplotes focardii presenta una clara diferenciacién con respecto a la distribucién de
los sistemas ciliares e infraciliares en las superficies ventral y dor§al. La mayor parte de

las estructuras locomotoras y de alimentacién se situan en la superficie ventral de la célula.

|
El area oral ocupa aproximadamente los dos tercios anteriores de la cara ventral de
la célula. En el lado izquierdo se implantan las membranelas adoralles compuestas de filas
de cilios. Al lado derecho de la cavidad bucal se presenta un coplejo paroral muy

desarrollado que estd formado por filas oblicuas de cinetosomas.
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En E. focardii la ciliacién somdtica ventral estd compuesta por 19 cirros: 10 cirros
frontoventrales, 5 transversos, 2 marginales y 2 caudales. Los cirros frontoventrales estdn
localizados en la parte anterior y media de la superficie ventral. Los cirros transversos, mas
desarrollados que el resto, se sitian en la mitad posterior del cuerpo y estdn dispuesos
segln una configuracién caracteristica en forma de coma invertida. Los cirros marginales
emergen del lado izquierdo de la célula, el mds anterior se localiza, de forma caracteristica
en esta especie, inmediatamente por debajo del area oral. Por ultimo, los cirros caudales

se situan en la parte posterior derecha de la célula.

La ciliacién somética dorsal estd constituida por 10-11 cinetias longitudinales, 9 o
10 son dorsales y 1 o 2 ventrolaterales. Todas ellas presentan cilios cortos denominados
"cerdas”, excepto en la zona ecuatorial de la célula donde estos cilios estdn ausentes. El

ndmero de cinetosomas de cada cinetia varfa en las células segin las dimensiones celulares.

fig. 4- Morfologia general del ciliado Euplotes focardii (Serrano et al., 1992). Infraciliacién ventral (a) y dorsal
(b) de un individuo de E. focardii impregnado con la plata. mi: micronicleo; ma: macronicleo; pm: complejo
paroral; FVC: cirros frontoventrales; TC: cirros transversos; MC: cirros marginales; CC: cirros caudales; AZM:
zona adoral de membranelas.
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4. INMUNOCITOQUIMICA APLICADA AL ESTUDIO DE LA TUBULINA.
ANTECEDENTES

Los anticuerpos tanto policlonales como monoclonales han sido elementos de gran
utilidad en la identificacién y localizacién inmunocitoquimica de diversas protefnas y en
el estudio de su organizacién y distribucién intracelular mediante técnicas de

inmunofluorescencia indirecta, western blot e inmunoprecipitacion.

Los anticuerpos monoclonales y policlonales se han .utilizado separada o

conjuntamente en ¢l estudio de varias caracterfsticas de la tubulina (revision, Andreu y de

Pereda, 1993).

4.1. ANTICUERPOS ESPECIFICOS FRENTE A DOMINIOS FUNCIONALES DE
LA TUBULINA

Los anticuerpos policlonales y monoclonales se han utilizado para el estudio de la

estructura y la distribucién de dominios funcionales en los monémeros ¢ y B tubulina.

La interaccién entre las subunidades de o y 8 tubulina en la formacién del
microtdbulo se han estudiado con anticuerpos policlonales especfﬁcos de determinadas
secuencias de los mondémeros de o y B tubulina: las zonas a(430%443) y B(412-431), se
encuentran en la zona exterior del protofilamento, y son accesibles a los anticuerpos en
microtdbulos estabilizados con paclitaxel, hojas de tubulina 'mduc:idas por Zn++, anillos
inducidos por Mg++, en microtibulos de células PtK2 e inducen el ensamblaje anormal de
tubulina en estructuras abiertas. Lo mismo sucede con el péptido B(153-165). Los
anticuerpos no reaccionan con las secuencias 0(214-226) y B(241—i56), en ninguno de los
casos anteriores. Sin embargo, se vuelven accesibles a los anticuerpos tras la fijacién. La
secuencia a(155-168), al contrario que la zona B(153-165), se encm:]traba antigénicamente

ocluida, sugiriendo que ambas zonas pueden estar localizadas en los contactos entre
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protofilamentos, estando la primera en una zona m4s interna que la ségunda (Arévalo et al.,
1990). Otra zona estudiada con anticuerpos policlonales se encuentra en el extremo amino
terminal. Este es el caso del péptido 8(28-38) que no es reconocido por el anticuerpo ni en
microtibulos ensamblados in vitro en presencia de MAPs ni en microtibulos nativos o

fijados de células PtK2, pero sf en el heterodfmero (Chene er al., 1992).

Los anticuerpos policlonales también se han utilizado para la localizacién de los
posibles sitios en la estructura de la tubulina que interaccionan éon diferentes ligandos
antimitéticos como la colchicina y la vinblastina. Los anticuerpos no interfieren en la unién
de las drogas pero su unién a tubulina es menor cuando la droga1 estd unida por lo que
deben de inducir un cambio conformacional en la proteina (Morgar?: y Spooner, 1983). La
localizacién del sitio de unién intercambiable del GTP en la subuniaad de B tbulina se ha
estudiado utilizando un anticuerpo especifico que compite por el fnismo sitio inhibiendo

|
la incorporacién del GTP y, por lo tanto, la polimerizacién de los microtibulos (Hesse et
b

al., 1985; 1987). l

Con anticuerpos policlonales y monoclonales se han definido las secuencias de la
tubulina implicadas en la interaccién con diferentes MAPs (Cross jet al., 1994) o las que
intervienen en la interaccién de la tubulina con otras protefnas asi como en la regulacion
de su activacién (Roychowdhury er al., 1993). . |

5

La utilizacién de anticuerpos monoclonales ha permitido dete‘:rminar con m4s detalle
sitios funcionales de la tubulina. De esta forma, el estudio de determinadas secuencias del
extremo carboxi terminal de o y 8 tubulina mues_ftjra que hay detenninadas zonas expuestas
como 0(426-450) y B(416-430), pues son reconc;cidas tanto en microtiibulos fijados como
nativos (Breitling y Little, 1986), lo que se ha confirmado con anticuerpos policlonales

especificos de determinadas secuencias de ambas subunidades (de la Vifia ez al., 1988).
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4.2. ANTICUERPOS ESPECIFICOS FRENTE A DIFERENTES ISOFORMAS DE
TUBULINA '

La utilizacién de anticuerpos también ha permitido detectar distintas isoformas de
tubulina en distintos organismos. Asi, mediante un anticuerpo policlonal especifico de un
péptido conservado de la y tubulina de Arabidopsis, se han identificado al menos dos
isoformas de esta proteina (Liu et al., 1994). La presencia de diférentes isoformas se¢ ha
estudiado de forma més detallada con anticuerpd;; monoclonales peﬁnitiendo, por ejemplo,
el andlisis de la complejidad antigénica de la tubulina de cerebro codificada por diferentes

genes de tubulina (Gozes y Barnstable, 1982).

La posible diferenciacién funcional de las distintas isofonﬁas varia en funcién de
los organismos y las poblaciones microtubulares estudiadas. Las diferentes isoformas de 8
tubulina de mamifero, parecen distribuirse homogéneamente para formar microtibulos
como copolimeros de todos los isotipos expresados (Lewis et al., 1987; Lopata y Cleveland,
1987). Sin embargo, estudios con anticuerpos monoclonales han moétrado que las isoformas
de o y B tubulina se distribuyen de forma distinta fomanho aparatos mitotcos
heterogéneos, donde la(s) isoforma(s) de o tubulina estdn localizadas preferencialmente en
el huso y la(s) de B en los microtibulos astrales (Oka et al., 1990). Asf mismo ocurre en

el cerebro de vertebrados como es el caso de la isoforma de  tubulina en cerebro bovino

(Renthal et al., 1993).

1

Otras caracterfsticas estructurales de las isoformas de la tubulina se han determinado
utilizando anticuerpos monoclonales. Asf, s¢ han localizado distintoé epitopos de la tubulina
a lo largo de los microtdbulos en diferentes organismos y en la misma célula y su
expresién diferente a lo largo del desarrollo (Drdber y Drdberovd, 1986; Drdber er al.,
1988). También se ha determinado que las dife;entes caracteristicas estructurales de las
diferentes isoformas de la tubulina se traducen en distintas propiedgdes funcionales, como

por ejemplo, las diferentes propiedades de ensamblaje estdn en funcién de los distintos

1e
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tipos de los isotipos de B tubulina que estén formando los heterodfmeros (Bamnejee ef al.,

1992).

43. ANTICUERPOS ESPECIFICOS DE MdDIFICACIONES
POSTTRADUCCIONALES DE LA TUBULINA

Con anticuerpos monoclonales se han identificado las zonas concretas de la tubulina
donde se producen acetilaciones postraducionales. Utilizando anticuerpos especificos de una
isoforma de o tubulina que se encuentra en el axonema del erizo de mar, del esperma de
Drosophila y humano, se ha localizado que la acetilacién in vivo s¢ encuentra en el grupo
¢ amino de la Lys40 (Piperno y Fuller, 198?)_.‘ Adicionalmente, la acetilacién se ha

detectado en la secuencia o(25-50) de la o tubulina (LeDizet y 'Piperno, 1987) con el

anticuerpo 611B1.

Con anticuerpos policlonales especificos del extremo carbo;ci terminal de la forma
tirosilada y no tirosilada de c-tubulina, se demostré por primera vez; en células fijadas, que
hay una distribucién separada de ambos tipos de o tubulina, dando lugar a poblaciones de
microtdbulos estructuralmente diferentes (Gundersen er al., ;1984). Este tipo de
modificacién posttraduccional también se ha identificado con el hnticuerpo monoclonal
YL1/2. Este se une especificamente a la forma tirosilada de la tubulina, y su
microinyecci6n en diversas lineas celulares de mamifero, ha permitide determinar que la
tirosilaci6én no tiene aparentemente ninguna implicacién funcional ;(\Nehland et al., 1983;
Wehland y Willigham, 1983; Wehland et al.,f}984) pues no afecta a la inestabilidad
dindmica (Idriss et al, 1991). Sin embargo, se ha observado mediante la utilizacin
conjunta de anticuerpos policlonales y monoclonales especificos dje la tubulina tirosilada
y la no tirosilada, que estas dos formas de la tubulina se encuentran distribuidas en
diferentes poblaciones de microtidbulos. Asf, la tubulina tirosilada estd preferencialmente
en los microtibulos més dindmicos y la otra en los m4s estables, aunque esta modificacion

posttraduccional se produce después de la estabilizacién de los microtibulos (W ehland y
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Weber, 1987; Kreis, 1987). Por otro lado, con la utilizacién combinada de anticuerpos
policlonales y monoclonales, se ha visto la posible funci6n de la tirosilacién. Parece estar
implicada en la polimerizacién de los microtibulos, como se ha visito en los microtibulos
neuronales en los que la presencia de la o tubulina tirosilada aumenta en el extremo mds
(Brown et al., 1993). De igual forma, la funci6én de la tirosilacién en o tubulina, s¢ ha
intentado estudiar con el anticuerpo monoclonal 20C6 que localiza esta forma de la «
tubulina en los microtdbulos de células norma.les‘ de cerebelo de rata con sinaptogénesis

completa (Poddar y Sarkar, 1993). |

i

Con el anticuerpo monoclonal GT335 se ha localizado la poliglutamilacién en
diferentes especies como en el extremo carboxiterminal de la tubulina de diferentes ciliados
(Bré et al., 1994) asf como en la de cerebro de vertebrados con el anticuerpo monoclonal

GT335 (Wolf er al., 1994).
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1. OBJETIVOS

Este trabajo se ha planteado como una aproximacién a los mecanismos de
estabilidad de los sistemas microtubulares en ambientes psicréfilos, utilizando como modelo

el protista ciliado Euplotes focardii. Para ello se establecieron los siguientes objetivos:

(1) Determinar la organizacién del citoesqueleto microtubular en este ciliado
antértico. Analizar comparativamente el modelo resultante con el propuesto para otras

especies mesdéfilas del género.

-

(2) Analizar las secuencias primarias de la’@ y 8 tubulina de ﬁ focardii: semejanzas

y diferencias estructurales con las de otros organismos.

(3) Obtener anticuerpos especificos dirigidos contra péptidos sintéticos

correspondientes a regiones variables de los distintos isotipos de B tubulina.

(4) Determinar la relacién entre la posible existencia de distintos isotipos de B
|

tubulina y su expresién o funcionalidad diferencial.

(5) Caracterizar las modificaciones postraduccionales en la tubulina de E. focardii
(en células en interfase y en células en divisién) y analizar el posible papel de la
maquinaria postraduccional en la produccién de las poblaciones de microtibulos adaptados

a bajas temperaturas.
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1. MATERIALES
1.1. MATERIAL BIOLOGICO
1.1.1. Protozoos ciliados \

* Euplotes focardii
Para el presente estudio se ha utilizado la especie Euplotes focardii cedida por los

Drs. Valbonesi y Luporini del Departamento de Biologia Celular de la Universidad de
Camerino (Italia). Dicha especie fue aislada de muestras recogidas en enero de 1988 en una
pequefia cueva al Este de la base antdrtica italiana localizada en lé Bahia de Terra Nova
(Mar de Ross, 74°42’, 164° ) y, junto a ella, fueron identificados otros ciliados
pertenecientes a los géneros Aspidisca, Cyclidium, Diophrys, Eﬁicl:‘ntes, Paraurostyla,

Pleuronema, Uronema y Uronychia (Valbonesi y Luporini, 1990).

Para la recolecci6én de la muestras se utilizé una draga tipo "Petersen” introducida
a una profundidad de 7 m. Los pardmetros ambientales medidos en el momento del
muestreo fueron los siguientes: salinidad 35%, temperatura -1,8°C y pH 8,1-8,2. Las
muestras fueron almacenadas en obscuridad, a 2-4°C, durante tres meses antes de ser
analizadas. Ejemplares del género Euplotes posteriormente descritos como Euplotes focardii
(Valbonesi y Luporini, 1990), fueron aislados y alimentados con el alga Dunaliella
tertiolecta o con bacterias no identificadas presentes en la muestra original, mantenidas en
el medio Luria-Bertani (Bacto Triptona 1%, extracto de levadura 0,5%).

Recibimos dos lincas diferentes de Euplotes focardii: la linea utilizada para la
descripci6n original de la especie, depositada oficialmente como TNI (o CLAP 1624/17),

y la linea etiquetada como TN30. l

* Euplotes vannus

E. vannus es una especie marina adaptada a temperaturas medias, que se ha

utilizado para la realizacién de estudios comparativos con la especie psicréfila. La
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poblacién fue aislada en 1990 por la Dra. Perez-Uz, a partir de una muestra tomada de un

tanque de cultivo de rotiferos utilizados para la alimentacién de i)cces en el Sea World

Aquarium de San Diego (Estados Unidos).

1.1.2. Tubulina de cerebro bovino
La tubulina de cerebro bovino, proporcionada por el grupo del Dr. JM. Andreu, fue

purificada utilizando el procedimiento de Weisenberg modificado (Weisenberg et al., 1968;

Lee et al. 1973; Andreu y Timasheff, 1982), tras lo cual se almacené en nitrégeno liquido.

1.1.3. Animales de laboratorio

Para la produccién de anticuerpos se emplearon conejos hembras de Nueva Zelanda

de 3-3,5 Kg.
1.2. MEDIOS DE CULTIVO

1.2.1. Agua de mar artificial

El medio de cultivo utilizado para E. focardii fue agua de mhr sintética de la marca
comercial Instant Ocean (3,33 % en agua destilada), esterilizada en autoclave a 120°C
durante 20 min. Una vez estéril, el medio puede almacenarse a 4°C durante uno o dos
meses. ‘

A dicho medio se han afiadido el alga verde Dunaliella salfna o la bacteria Vibrio

natriegens utilizadas como fuente alimenticia por el ciliado.
1.2.2. Medio de Walne
Se trata de un medio enriquecido con trazas de metales y vitaminas que se ha

utilizado para los cultivos de mantenimiento del alga verde Dunaliella salina.

Estd compuesto por una mezcla de dos soluciones:
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Solucién A
A un volumen de 1.000 ml de agua destilada se afiaden:

100 g de NaNO,

45 g de EDTA (Na)

33,6 g de H,BO,

20 g de NaH,PO,.H,0

0,36 g de MnCl,.4H,0 |
1,80 g de EDTA (Fe) o FeCl, como sustitutivo.

Solucién B
Para un volumen de 100 ml de agua destilada se afiaden:

2,1 g de ZnCl,

2,0 g de CaCl,.6H,0

0,9 g de (NH,,6.M0,0,,.4H,0
2,0 g de CuSO,.5H,0

El medio de Walne se obtiene a partir de la mezcla de 1.000 ml de la solucién A

con 1 ml de la solucién B.

Por tltimo, afiadimos a este medio 0,1 ml de una solucién vitaminica preparada de
la siguiente forma: a un volumen de 200 ml de agua destilada se afiaden 10 mg de vitamina

B,, y 200 mg de vitamina B,.

1.2.3. Medio SW/PYE-Agar Peptona-Extracto de levadura-agua de mar

El medioc SW/PYE se emple6 para el mantenimiento de la bacteria Vibrio

natriegens.

La composicién de dicho medio fue la siguiente:
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Proteasa peptona (Difco 0118-01-8) 5g
Extracto de levadura (Difco 0127-01) 2g
Agar (Difco 0140-019) 15 g
Agua de mar 11

La esterilizacién se llevé a cabo en autoclave a 121°C durante 15 min.

2. METODOS
2.1. CONDICIONES DE CULTIVO

2.1.1. Cultivos de Euplotes focardii ‘

Obtuvimos clones de la linea TN30 de Euplotes focardii (Serrano et al., 1992)
mediante el aislamiento directo a la lupa binocular de individuos de las muestras originales
con una micropipeta Pasteur. Se escogié esta linea por su mayor capacidad para
experimentar un proceso de transformacién de células vegetativas normales en células
gigantes. Las células fueron aisladas en portaobjetos de tres éxca\jraciones, cada una con

100 ul de agua de mar sintética, adicionando Dunaliella salina como alimento. Se

estabilizaron cinco clones.

Posteriormente, los distintos clones se cultivaron en volimenes crecientes de medio
de agua de mar artificial a una temperatura constante de 4—56 C y en régimen de
obscuridad. Inicialmente se afiadieron periodicamente (cada quince c;iias) 2 ml de un cultivo
de Dunaliella salina, cultivada a su vez en el medio de Walne. Con posterioridad, y con
el fin de evitar cualquier tipo de interferencia en los experimentos con la tubulina del alga,
se suplementaron los cultivos con la bacteria Vibrio natriegens CECT 526 (Coleccién

Espafiola de Cultivos Tipo).

2.1.2. Cultivos de Euplotes vannus

Las condiciones de cultivo de esta especie son las mismas que las descritas para E.

focardii, excepto que su incubaci6n se realiza a temperatura ambiente.
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2.2. OBSERVACION IN VIVO

El examen de los individuos in vivo se realizé utilizando una lupa binocular NIKON
modelo SMZ-2T y un microscopio dptico ZEISS I tanto en campo claro como en

contraste de fases.

2.3. MICROSCOPIA OPTICA: TECNICA DE CARBONATO DE PLATA
AMONIACAL

Las técnicas de impregnacién argéntica son imprescindibles para el estudio
morfolégico de los ciliados. Estas técnicas ponen de manifiesto la infraciliacién, tanto oral

como somdtica, otras estructuras citoesqueléticas y el aparato nuclear que son objeto de este

estudio.

El método de impregnacién utilizado en este trabajo es el jdel carbonato de plata
amoniacal de Ferndndez-Galiano (1994), que es una modificacién del originalmente descrito
por el mismo autor (Ferndndez-Galiano, 1966, 1979).

1

Las observaciones al microscopio dptico convencional se han llevado a cabo en un
microscopio ZEISS IIL

1

2.4, MICROSCOPIiA ELECTRONICA

2.4.1. Microscopia electrénica de barrido
El procedimiento seguido es el que emplea el punto critico como método de

desecaci6n. Implica la sustituci6én en las muestras biolégicas del agua por alcohol y del

alcohol por CO, liquido.

Las células de Euplotes focardii se procesaron para microscopfa electrénica de
barrido, utilizando el método descrito por Valbonesi y Luporini (1990) para especies

marinas del género Euplotes.
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2.4.2. Microscopia electrénica de transmisién

La técnica empleada fue la siguiente:

Las células de Euplotes se permeabilizaron en el tampén de éxtraccién descrito para
Tetrahymena por Wolfe (1985) con ligeras modificaciones (Sacarosé 0,1M, MgCl, 2,5 mM,
KC1 0,1 mM, EDTA 1mM y Hepes 10mM, pH 6,8) y que contenia un 0,1% de Triton X-
100 y un 0,25% de glutaraldehido. Una vez transparentes, las células se lavaron varias
veces en ¢l tampén de extraccién con el fin de eliminar el detergente y el fijador. Las
células fueron lavadas de nuevo durante 30 min en tampén Pipes 0,05 M con é4cido tdnico
al 2% y glutaraldehfdo al 1,5%. Tras un lavado en tampén cacodilato, se realizé una
postfijacién con tetréxido de osmio diluido, también en cacodilato, al 1%. Los ejemplares
se lavaron varias veces con tampén y se incluyeron, para facilitar su posterior manejo, en
bloques de agar. Los pequefios fragmentos de agar se deshidrataron gﬁon soluciones seriadas
de alcohol. Una vez finalizada la deshidratacién, se realizé la inclusién en bloques de Epon.
Estos fueron finalmente cortados en un ultramicrotomo REICHERT Om U3. Las muestras
se montaron sobre rejillas de cobre recubiertas con Formvar y se tifieron con soluciones de

acetato de uranilo y de acetato de plomo para lograr un buen contraste de las estructuras.

Los cortes fueron observados y fotografiados en un microscopio electrénico JEM

100B.
2.5. ANTICUERPOS
2.5.1. Anticuerpos primarios
* Anticuerpos primarios comerciales ''universales"
Se utilizaron los anticuerpos de ratén DMI1A anti o tubulina (Blose et al., 1984) y
anti 8 tubulina de Sigma. DM1B, anti 8 tubulina (Blose et al., 1984) de Amersham.

El anticuerpo DM1A reconoce la regién c(415-443) de o tubulina y el DMIB la
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regién B(412-431) de B tubulina (Breitling y Little, 1986; de la Vifia et al., 1988).

* Anticuerpos primarios especificos de secuencia

|
Se han empleado anticuerpos monoclonales que reconocen diferentes posiciones de

la secuencia de la tubulina de cerebro porcino:

- frente a los dominios amino terminal de o y B tubulina:
a(1-13) y B(1-13):  P2C10 (IgM), P15F6 (IgG1), P4B4 (IgM).
B(1-13): P14B4 [IgG1, (Modig et al., 1999)], P3C11 (IgG2A), P11E12
[IgG1, (Modig et al., 1999)], P9G4 (IgM).

- frente al dominio carboxi terminal de o tubulina:
o(430-443): P12E11 [IgGl, (Chau et al., 1998)], P16G4 j(IgGl).

- frente a secuencias intermedias de oo y 8 tubulina:
o(155-168): P12B2 (IgGl), P6B11 [IgGl, (Chau et al, 1998)], P3B7 [IgGl,
(Modig et al., 1999), P6BS (IgM).
o(214-226): P1F5 [1gG2B, (Modig et al., 1999)], P3D10 (IgM).
B(153-165): P4D6 [IgM, (Modig et al., 1999)], P5C3 [IgGl, (Chau et al., 1998)],
P15C7. ;
B(241-256)): P2G8 [IgGl, (Modig et al., 1999)], P2F11 (IgM).

Estos anticuerpos fueron amablemente cedidos por la Dra. I. Barasoain (Centro de

Investigaciones Biolégicas, C.S.I.C).

* Anticuerpos primarios comerciales frente a variaciones postraduccionales

Los anticuerpos monoclonales 6-11-B1, que reconoce especificamente la ¢ tubulina
acetilada en Lys 40 (Piperno y Fuller, 1985); 1A2, frente a la o tubulina tirosilada en el
extremo carboxilo (Kreis, 1987); anti fosfotreonina y anti fosfdserina. que reconocen
protefnas que contienen treoninas o serinas fosforiladas, respectivamente, fueron de Sigma.

El anticuerpo monoclonal YL1/2 (Interchim, Francia) nos fue proporcionado por el Dr.
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Antonio Torres (Universidad de Sevilla).

1

* Anticuerpos primarios frente a variaciones postraduccionales no comercializados
El anticuerpo GT335 (Wolff et al., 1992), que reconoce un motivo bidsico de
glutamilacién, con independencia del ndmero de unidades glutamiladas presentes en la

cadena lateral, fue amablemente cedido por la Dra. A. Wolft (Biochimie Cellulaire, College

de France, Paris).

2.5.2. Anticuerpos secundarios
El anticuerpo de cabra fluorescetnado anti-IgA, IgG e IgM de ratén y el anticuerpo

de cabra rodaminado anti-IgG de conejo, fueron de Sigma. El anticuerpo de cabra

conjugado con peroxidasa anti-IgG de conejo de BioRad.
2.5.3. Produccidén de anticuerpos monoespecificos

2.5.3.1. Seleccién de secuencias inmunogénicas

Se realizé el alineamiento miiltiple de las secuencias de la B tubulina de E. focardii
(Miceli, 1995, comunicacién personal); para ello se emple6 €l programa MaxHom (Sander
y Scheneider, 1991). Posteriormente, a las secuencias mds divergentes se les aplic6 un

andlisis de prediccién de estructura secundaria y de accesibilidad del solvente realizados

segin el método PHD (Rost y Sander, 1994).

El diccionario de estructura secundaria de proteinas (Kabsch y Sander, 1983)
clasifica los elementos de estructura secundaria obtenidos de datos estructurales de
cristalograffa y resonancia magnética nuclear de protefnas en 8 tipos. El método PHDsec
de prediccién de estructura secundaria agrupa estos 8 tipos de elementos estructurales en

3 clases segin la siguiente convencién:

1

Hélice (o) o H: incluye las hélices a, hélices 3-10 y las hélices .

1

Limina extendida o E: incluye los segmentos extendidos de l4mina 8, tanto en
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disposicién paralela como antiparalela.

Bucles o L: incluye residuos en puentes B aislados, giros, vueltas y estructuras

desordenadas.

PHDsec, ademds de asignar un tipo de estructura a cada pésicién de la secuencia,
indica la probabilidad de asignar cada una de las tres clases de ‘estructura (H, E o L).
También da informacién sobre la fiabilidad de la prediccién en cada residuo. Define un
. indice "Rel”, normalizado de 1 a 9, que refleja la diferencia de probabilidad entre los dos
tipos de estructura més probable para una determinada posicidn. En conjunto, el método
PHDsec tiene una exactitud del 70,8% en la asignacién de estructufa secundaria a residuos

aislados en el caso de las protefnas globulares.

El método PHDacc define tres modelos de accesibilidad del solvente: modelo de 10
estados (asigna a cada residuo un valor de accesibilidad relativa normalizado de 00 a2 9),
modelo de 2 estados [clasifica los residuos en 2 tipos: oculto (B) y expuesto (E)] y modelo

de 3 estados [clasifica los residuos en 3 tipos: oculto (B), intermedio (I) y expuesto (E)].

Se accedid al métode PHD mediante correc electrénico a la direccién

PredictProtein@EMBL-Heidelberg.de. 1

2.5.3.2. Sintesis quimica de péptidos

Para la sintesis de los péptidos nos desplazamos al laboratorio del Dr. D. Andreu
del Departamento de Quimica Orgdnica de la Universidad de Barcelona. Fueron sintetizados
en fase sélida (Merrifield, 1963). Se utiliz6 un 9050 Plus Pesyﬁthesizer Millipore, un

sistema automdtico de péptidos en fase sélida con quimica Fmoc y flujo continuo.

2.5.3.3. Acoplamiento de los péptidos sintéticos a proteinas portadoras
A cada uno de los péptidos se le adicioné un aminodcido extra, una cistefna,
aminoicido que aporta un grupo sulfhidrilo que sirve para proporcionar un sitio de unién

a la proteina transportadora. La eficacia en la incorporacién de este aminoicido se midié
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mediante el método espectrofotométrico de Ellman (1959), que utiliza como reactivo el
4dcido 5,5 -ditfobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB): los grupos sufhidrilos libres reaccionan con
él originando el correspondiente 4-nitro-3-carboxitiofenol, que presenta una elevada

absorci6n a 412 nm.

Cuatro de los péptidos sintetizados se conjugaron coh KLH (Calbiochem)
empleando el ester m-maleimido-benzoil-N-hidroxisuccinimida J(MBS) (Pierce). Este
reactivo bifuncional enlaza grupos amino con grupos sulfhidrilo (Liu et al., 1979; Green
ét al., 1982; Arévalo et al., 1990). Por otro lado, dado el bajo valor obtenido en la
cuantificacién de cisteinas, el péptido correspondiente al tercer isotipo (83) se conjugé con
BSA libre de 4cidos grasos (Sigma) empleando glutaraldehido (de un grado especifico para
microscopia electrénica, Merck) que reacciona preferentemente con grupos amino (Kagan

y Glick, 1979).

* Acoplamiento de péptidos a KLH mediante MBS

Se disolvieron 40 mg de KLH en 1 ml de tamp6n fosfato sédico 10 mM pH 7.1,
se dializ6 extensivamente frente a 2 1 del mismo tampén, con 2 cambios cada 2 h y luego
se dejé toda la noche. Posteriormente, se¢ hicieron otros 2 cambios de didlisis y se
centrifugé 15 min a 2.500 g a 4-8°C. Se tom6 el sobrenadante y se midi6 la concentracién
de proteina por ¢l método de Bradford (9-10 mgr/ml; Bradford, 1976), guarddndose en
alicuotas de 250 pl a -20°C. A continuaci6n, se afiadieron gota a gota 2 mg de MBS
disueltos en 0,2 ml de DMF en una solucién de 12 mg de KLH en 0.9 ml de tamp6n
fosfato sédico 10 mM pH 7,2 y se dejé 30 min agitando a temperatura ambiente y en
oscuridad. La mezcla de la reaccién, KLH-MBS, se pasé a traivés de la columna de
Sephadex G-25 equilibrada con tampén fosfato sédico 50 mM pH 6. La columna se
protegié de la luz y se eluy6 con este tampén a 4°C para eliminar et MBS no unido. Se
recogieron fracciones de 1 ml, midiéndose la cantidad de protefna a 280 nm. Luego, se
disolvieron 7,5 mg de los péptidos correspondientes a los isotipos Bt1-2 y Bt4 en 1 ml de
PBS. La solucién se mezclé con 2 ml de KLLH-MBS eluidos de la columna y se afiadieron
inmediantamente. S pl de NaOH 5 M por cada ml de KLH-MBS.; Se dej6é con agitacién

constante durante 3 h a temperatura ambiente y protegido de la luz. Por iltimo, el
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conjugado se dializ6 frente a PBS durantec 48 h con 4 cambios de 1 1 y se midié la

concentracién de protefna por Bradford.

* Acoplamiento de péptidos a BSA mediante glutaraldehido

En este caso, se disolvieron 1,2 pmoles del péptido correspondiente al isotipo Bt3
y 9 mgr de BSA en 1,2 ml de tampén fosfato sédico 0,1 M pH 8 -(Kagan y Glick, 1974,
con modificaciones). Cuando el péptido estuvo bien disuelto se afiadieron 0,6 ml de
glutaraldehido 0,15 M disuelto en el mismo tampén, gota a gota y con agitacién, y se
incub6 durante 3 h a temperatura ambiente. Luego se dializé la mezcla durante 3 dfas

frente a PBS con 3 cambios de 1 1, y se guardé finalmente a -20°C en alicuotas de 250 pl.

2.5.3.4. Inmunizacion de animales

Se inmunizaron conejos de Nueva Zelanda mediante inyeccién intradérmica en el
lomo de 0,5 mg del antigeno en 1 ml de una mezcla a partes iguales de PBS y de
adyuvante de Freund completo (Difco). Los animales fueron reinyectados a las 2, 4 y 8
semanas con iguales cantidades de cada antigeno emulsificadas eh aceite adyuvante de
Freund incompleto (Difco). Se obtuvieron sueros de 1os animales a; intervalos regulares a

partir de sangrados en la vena de la oreja y finalmente mediante puncién cardiaca (Andreu

et al., 1988).
2.53.5. ELISA

El titulo anti-tubulina de los sueros se monitorizé mediante ELISA directo,
considerdndose arbitrariamente como titulo el inverso de la dilucién del suero, que rindi6
una sefial igual a la mitad de la sefial mdxima empleada. Para ello se activaron durante 12-
15 h a temperatura ambiente placas Costar de 96 pocillos con péptido—BSA (0,1 ug de
péptido/pocillo, 50 ul) para los sueros de aquellos conejos a los q;xe se inyecté péptido-
KLH, y con péptido-KLH para los sueros correspondientes a las inmunizaciones con
péptido-BSA. Las placas se lavaron tres veces con PBS y dos veces con agua destilada. Los
sitios de unién inespecfficos de las placas se saturaron durante 12-15 h a temperatura

ambiente con gelatina (Difco)} al 1% (p/v) en PBS. Posteriormente se incubaron, con
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excepcién de la primera columna que se utiliz6 como blanco, 50 pl/pocillo de los
anticuerpos tal cual o diluidos en PBS con gelatina al 0,05% durante 90 min y a
temperatura ambiente. Se lavaron tres veces con PBS y se incubaron de nuevo las placas
enteras con 50 pl/pocillo del anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugado con
peroxidasa diluido 1/1000 en el mismo tamp6n anterior durante 45 min a temperatura
ambiente. De nuevo se lavaron las placas con PBS 5 veces. Como sustrato de la reaccién
colorimétrica se emplearon 50 pl/pocillo de 0,4 mg/ml 1,2-fenildiainina (OPD) en tampén
citrato 62,3 mM, Na,HPO, 25,5 mM, pH 5,2, H,0, 0,04%. Tras 15 min, la reaccidn se
detuvo afiadiendo 50 pl/pocillo de H,SO, 3 N. La densidad 6ptica se midi6 a 492 nm en
un Titertek Multiskan MC. ‘

Asimismo se ensay6, mediante ELISA, la reactividad cruzada de estos sueros frente

a los péptidos sintéticos no unidos a protefna.

2.6. INMUNODETECCION

2.6.1. Diluciones empleadas para la inmunodeteccion con los anticuerpos

1
Tabla 1- Anticuerpos monoclonales especfficos de secuencia dirigidos contra epitopos funcionales de la
tubulina,

Nombre Epitopo Secuencia®  Dilucién (IB) Dilucién (II)
P,B, B (1-13) MREIVHIQAGQSG 1/500 1/5-1/10
P,Dq 8 (153-165) SKIREEYPDRIMNC 1/1000 1/5-17/10
P,G, B (241-256) RYPGQLNADLRKLAVN 1/400 - 1/5-1/10
P,Cyo o (1-13) MRESISIHVGQAG 1/500 1/5-1/10
P,B, ot (155-168)  ERLSVDYGKKSKLEC 17100 1/5-1/10
P,Fs ¢ {214-226) RRNLDIERPT 1/500 1/5-1/10
P.E, o (430-443) KDYEEVGVDSVEGE 1/1000 1/5-1/10

* Secuencia de tubutina de cerebro porcino (Krauhs et al., 1981), :
® Diluciones empleadas para la inmunodeteccion de tubulina sobre membranas de nitrocelulosa.
¢ Dituciones empleadas para la inmunodeteccién de tubulina mediante inmunofluorescencia indirecta.
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Tabla 2- Anticuerpos monoclonales dirigidos contra variaciones postraduccionales de la tubulina.

Nombre Epitopo Dilucién (IB)* Dilucién (Im*
6-11-Bl o **K-acetilada 1715000 : 1/800
1A2 o Tub tirosilada 1/20000 ! 1/800
YL1/2 o. Tub tirosilada 1720000 ‘ 1/800
GT335 o Tub glutamilada 1720000 j 1/800
Fosfotreonina treoninas fosforiladas 1/50 “ -

Fosfoserina  serinas fosforiladas 1/300 -

* Diluciones empleadas para la inmunodeteccién de tubulina sobre membranas de nitrocelulosa.
* Diluciones empieadas para 1a inmunodeteccién de tubulina mediante inmunofluorescencia indirecta.

2,6.2. Inmunoblot

2.6.2.1, Electroforesis

Las protefnas se separaron en geles de poliacrilamida (Bio-ﬁad) con dodecilsulfato
sédico de Sigma (SDS-PAGE) utilizando el sistema de Laemmli (Laemmli 1970). Las
electroforesis se realizaron en geles de 160x160x1,5 mm o en minigeles de 5x8x0,075 cm.
En ambos casos, el gel separador fue habitualmente del 10% de acﬁ}amida en tampdén Tris-
HC! 0,38 M pH 9 con SDS 0,1% y B-mercapto-etanol 4 pM (Merck); el gel concentrador
fue del 5% de acrilamida en tampén Tris-HCl 0,12 M pH 6,8 con:: SDS 0,1%. El tamp6n
de electroforesis fue Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%, 8-mercapto-etanol 4 mM,
pH 8,5. Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y a voltaje constante: 80
V para el gel concentrador y 120 V para el gel separador. Las muestras se prepararon

mezclando el tampén de muestra (Laemmli, 1970) ¢ hirviéndolo durante 5 min.

Las proteinas se visualizaron mediante tincién con azul Coomassie R-250 (Serva)

1

al 1% en 45% metanol - 10% 4cido acético.

2.6.2.2. Transferencia

La twbulina y los extractos celulares se transfirieron plectroforéticamente a

38



Materiales y métodos

membranas de nitrocelulosa de 0,2 pm (Bio-Rad) para inmunodeteccién. Se empleé un
sistema de electrotransferencia semi-seco Trans-blot SD de Bio-Rad. Los geles, las
membranas de nitrocelulosa y los papeles Whatman 3 MM de cromatografia se equilibraron
durante 30 min en tampén de transferencia [Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%
(v/v), pH 8,5] con una ligera agitacién. Entre el 4nodo y ¢l cétodo se dispusieron, por el
siguiente orden: S hojas de papel Whatman 3 MM, la membrana de nitrocelulosa, el gel
de acrilamida, y 7 hojas de papel Whatman 3 MM. La transferencia se efectué a voltaje
constante, 15 voltios, durante 1,3 horas con un limite de corriente de unos 2,5 mA/cm’. La
eficiencia de la transferencia se determiné tifiendo el gel transferido con azul Coomasie R-

250 y utilizando estdndares-SDS de alto y bajo peso molecular pretefiidos (Bio-Rad).

Las membranas de nitrocelulosa se dejaron secar y almacenaron a temperatura

ambiente hasta su uso.

Alternativamente, los geles se transfirieron sobre membranas de PVDF durante 1

h a 240 mA usando el sistema de "Mini-Trans-Blot Electrophorétic Transfer Cell" de

Biorad.

2.6.2.3. Western blot

Cuando se emplearon anticuerpos monoclonales, las membranas de nitrocelulosa se
incubaron con 1% de gelatina en tampén Tris-HCI salino pH 7,4 (TBS) durante 12-15 h,
con agitacién constante a temperatura ambiente, para evitar la posterior adsorcién
inespecifica de los anticuerpos. En su caso, las membranas de PVDF se saturaron en el
mismo tampén con 5% de leche deshidratada. Posteriormente, ambos tipos de membranas
se lavaron brevemente con tampén TBS- 0,05% Tween 20. Se incubaron durante 1 h con
los sueros respectivos a las diluciones adecuadas (Tablas 1 y 2) en tampén TBS. Se lavaron
3 veces durante 5 min con TBS, 0,05% Tween 20 y se incubaron durante 45 min con
anticuerpo de cabra anti IgG de ratén conjugado con peroxidasa (Bio-Rad) en una dilucién
1/10000. Se lavaron 4 veces durante 5 min con TBS, 0,05% Tween 20 y 2 veces con TBS.
Se escurrieron las membranas, se incubaron durante 1 min con los réactivos del sistema de

deteccién quimioluminiscente (ECL) de Amersham, se eliminé el exceso de reactivo y se
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envolvieron las membranas en pldstico. Dentro de los 30 min siguientes se impresionaron

peliculas X-Omat S (Kodak).

|

Cuando se emplearon anticuerpos policlonales monoespecificos, como anticuerpo
secundario se empleé anticuerpo de cabra contra IgG de conejo coﬁjugado con peroxidasa
(Bio-Rad) en una dilucién 1/5000. |

|
2.6.2.4. Eliminacion de los anticuerpos de 1a membrana de nitrjocelulosa

Para eliminar tanto el anticuerpo primario como el secundario se incubaron las
membranas de nitrocelulosa en un tampén que contiene 2-mercaptoetanol 100 mM, SDS
2% (p/v), Tris-HCl 62 mM, pH 6,7 a 50°C, durante 30 min én agitacién constante
(instrucciones del sistema ECL de Amersham). Después, las merribranas se lavaron dos
veces con el tamp6n TBS durante 10 min. Antes de utilizar nuevamente las membranas,
se realiz6 un control de quimioluminiscencia para verificar que nojhubiese ninguna seiial

derivada del anticuerpo precedente, lavdndolas a continuacién con TBS.
2.6.3. Inmunofluorescencia indirecta

2.6.3.1. Preparacion del citoesqueleto

Las células fueron tratadas con saponina o Triton X-100/ en ¢l tampén PHEM
(Pipes 60 mM, Hepes 25 mM, EGTA 10 mM y MgCl, 2 mM, pH 6,9) para la
permeabilizacién de las células. Se ensayaron varias concentraciones de ambos detergentes,
obteniendo los resultados éptimos con Triton X-100 al 0,2 % dejéndélo actuar durante unos
minutos. Una vez transparentes, las células se lavaron varias veces en PHEM con el fin de
eliminar el detergente. Posteriormente, la fijacién se realizé en paraformaldehido al 2%
disuelto en PHEM mediante agitacién magnética a 60 °C durante una hora (la solucién debe
de prepararse el mismo dia del ensayo). Por dltimo, se aclararon brevemente en PHEM y
se lavaron posteriormente en el tampén PBS, al que se le afiadié BSA (3%} y Tween 20

(0,1%) para reducir la uni6n inespecifica.
Alternativamente, la permeabilizacién y fijacion de las célﬂlas se realizé con una
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solucién que contenfa conjuntamente un 35% de etanol y un 0,5% de Triton X-100. Las
células se depositaron en un portaobjetos embebidas en esta solucién y se mantuvieron a

temperatura ambiente hasta su evaporacién.

2.6.3.2. Incubacién con los anticuerpos

En el mismo tamp6n PBS descrito en el apartado anterior, se incubaron a 4°C en
atmésfera saturada de humedad durante 1 h los anticuerpos primariés y durante 45 min los

secundarios. Tras cada incubacién se lavaron 3 veces en PBS durante 15 min a temperatura

ambiente.

2.6.3.3. Montaje y observacién de las muestras

Se deposité una pequefia gota de Citifluor Glycerol/PBS solution (London,
N° 100015) en el centro de un portaobjetos especialmente limbio. Posteriormente se
transfirieron las células a ésta, una a una, depositindolas lo més separadas posible entre si

. . . . ! .
y sin provocar burbujas. Colocamos, para finalizar, un cubre ajustando su posicién con laca

de uiias.
]

La observacién de las muestras se realizé con un fotomicroscopio Axioplan de Zeiss
equipado con epiiluminaci6én. Los objetivos utilizados fueron Plan-Neofuar 40x y Plan-
Apchromat 63x (de inmersi6n) de Zeiss con los filtros apropiados: para la fluorescefna y
la rodamina. Las preparaciones fueron fotografiadas con pelicula Tri-X pan de Kodak de

400 ASA. Para la microscopfa confocal se utilizé un microscopio LSM 10 de Zeiss.

2.7. DESCILIACION Y EXTRACCION DE LOS MICROTUBULOS DEL
CORTEX CELULAR Y DEL CITOPLASMA DE LA CELULA DE E. focardii

Los cultivos de E. focardii se concentraron mediante centrifugacién a 850 g y se
resuspendieron en 5 ml de etanol al 7% (en agua de mar). Para favorecer el proceso de la
desciliacién celular se agité vigorosamente la suspensién durante varios segundos. La

desciliacién se comprobé por observacién directa al microscopio de contraste de fases.
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Para separar las células desciliadas se centrifugé a 850. 8 durante 5 min y el
sobrenadante (que contiene los cilios) se recuperé por cenmfugacmn a 17.000 g durante
30 min. Los cilios se resuspendieron en el tampén PHEM, al que se le habfan afiadido
inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM, o- phenantrohne 2 mM, pepstantina A 10 pg/ml)
para luego ser analizados en mediate electroforesis o ser alicuotados y congelados a -80°C

s

para su conservacion.

Las células desciliadas se resuspedieron en PHEM con inhibidores de proteasas y
se sonicaron cuatro veces durante 2 sg a 15 micrones de amplitud (Soniprep 150).
Posteriormente, el extracto celular se centrifugé a 14.000 g duranté 2 min para separar los
microtibulos del cortex de los del citoplasma.
2.8. EXPERIMENTOS DE ENSAMBLAJE DE LOS MICROTUBULOS

CITOPLASMATICOS A DISTINTAS TEMPERATURAS

Células de E. focardii se resuspendieron tn el tampén PMI (Pipes-NaOH 0,1 M,
MgSO, ImM, EGTA 1mM, pH 6,9 al que se aﬁa'dieron inhibidof@as de proteasas [PMSF
2 mM, o-phenantroline 2mM, pepstantina A 10 pg/ml)). Esta muestra fue tratada, como se
ha descrito anteriormente, para obtener la fraccién de los microtﬁb:.jllos citoplasmdticos. Se
afiadié Ca"™, en una concentracién final de 5 mM para incrementar la despolimerizaci6n
de estos microtibulos estables al frio, realizando’l_;na incubacién en hielo durante 30 min.
Posteriormente se centrifugé el extracto a 37.000. g para eliminar jtodos los microtibulos
no despolimerizados. El sedimento resultante fue analizado en SbS-page. Se incubé el
sobrenadante con GTP 1 mM y EGTA 5 mM tanto a 5°C como a 20°C. Por iltimo, se
recuperaron los microtibulos por centrifugacién 1 37.000 g duran'jte 30 min, y sedimento

y sobrenadante fueron analizados mediante eletroforesis y, ulteriormente, western-blot.

2.9. TRATAMIENTO CON FOSFATASA

Muestras.de microtibulos citoplasmdticos se trataron con'200 w/ml de fosfatasa

alcalina (Sigma), durante 20 min a 30°C. Para realizar el tratamiento de la fosfatasa a pH
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8, se afiadi6 NaOH 30 mM a la muestra que se encontraba en ta:mpén PHEM (pH 6,9).
w
Después de la reaccién, las muestras fueron preparadas para ser analizadas mediante

electroforesis y, ulteriormente, western-blot.
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1L ORGANIZACION DEL CITOESQUELETO MICROTUBULAR DE E. focardii

Euplotes focardii presenta, como es caracteristico de los? ciliados, un complejo
sistema citoesquelético microtubular, constituido por una serie de redes superficiales y
profundas. También se distingue por un complejo patrén cortical de ;estructuras ciliares, que
exhibe una organizacién diferente en uno y otro lado de la célula, como corresponde al

grupo de los hipotricos.

|

|
1
i

1.1. REDES SUPERFICIALES

1.1.1. Lado dorsal

Aparecen, en esta especie, dos tipos de redes microtubular§s superficiales: a) una
red longitudinal subcortical, situada por debajo del epiplasma, y constituida por triadas de
microtibulos irregularmente espaciadas; estd interrumpida a nivel de las cinetias dorsales
(figs. 5 y 6); b) una red transversal localizada bajo la anterior y iformada asimismo por

haces microtubulares (fig. 7). |

1.1.2, Lado ventral

Muestra el mismo tipo de redes microtubulares longitudinal y transversal que el lado
dorsal (fig. 8). La red longitudinal estd compuesta, en este caso, po} microtibulos aislados
en su mayorfa paralelos al eje longitudinal celular (fig. 9); en ocasiones, cerca del aparato
oral o en los polos anterior y posterior de la célula los microtﬁbﬁlos se curvan hacia la
derecha o hacia la izquierda. Ademds, en el 4rea situada entre los cirros caudales y
transversos, la orientacién de los microtdbulos que forman la red }longitudinal es oblicua

al eje principal de la célula (fig. 8). ‘

Las crestas ventrales situadas entre los cirros transversos se encuentran reforzadas

por trfadas de microtdbulos (fig. 9).
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12. CILIACION, INFRACILIACION SOMATICA Y SISTEMAS

MICROTUBULARES ASOCIADOS ‘

1.2.1. Lado dorsal 1‘

Las cinetias dorsales estdn constituidas, como en otras espécies de hipotricos, por
hileras longitudinales de cilios cortos denominados indistantemer;te "cerdas dorsales" o
"cilios sensoriales”. Cada cerda dorsal emerge de una pequeiia depresi6n en la superticie
celular y presenta en su base un par de cinetosomas (fig. 10). Del cinetosoma anterior parte
un cilio corto cuyo axonema muestra la disposicién microtubular tfpica; entre el axonema
y la membrana del cilio se encuentran localizados varios lasiosomas (fig. 11). El
cinetosoma posterior no es ciliado (fig. 12). Rodeando la depresién se encuentran unas
estructuras vacuolares denominadas &mpulas que contienen frecuentemente estructuras
membranosas (fig. 11). Las fibras transversas se encuentran asbciadas tinicamente al
cinetosoma anterior (fig. 12). J

1
|

1.2.2. Lado ventral: cirros ‘

La ciliacién somdtica, en el lado ventral, estd formada por grupos de cilios con

forma de pincel, los cirros, implicados en la locomocién celular.

* Cirros transversos

Se sitdan en el polo posterior de la célula, y adquieren un gran desarrollo.

Los elementos citoesqueléticos mds desarrollados asociados a la infraciliacién
ventral de E.focardii son las fibras anales (fig. 8). Se trata de haces microtubulares gruesos
que parten de un material denso situado en la base de cada cirro transverso y que
convergen en el polo anterior de la célula. Los microtibulos de cada fibra anal estdn unidos

entre si por medio de finas microfibrillas (fig. 13).

Otros elementos microtubulares se originan en los mérgenes'izquierdo y derecho de
cada cirro, siendo m4s gruesos los haces del lado izquierdo (fig. 8). Por dltimo, observamos

grupos de microtibulos postciliares asociados a la tltima fila de cinetosomas de cada cirro

.
|
|
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(fig. 14), adquiriendo estos elementos citoesqueléticos un mayor desarrollo en c€lulas en
divisién. |
* Cirros frontoventrales |
Cada cimro frontoventral (localizado en la parte anterior iy media de la célula)
presenta varios haces microtubulares asociados. Estos grupos de n}icrotﬁbulos forman los
denominados haces posterior derecho, anterior derecho y posterior jzquierdo, dependiendo
de su orientacién en la célula. El desarrollo de cada uno de estos h;aces es diferente segin
el cirro frontoventral del que se trate (fig. 8). | |
|
Como ocurrfa con los cirros transversos, también se observan microtibulos

|
postciliares, si bien en este caso asociados a los cinetosomas que se localizan mds a la

derecha (fig. 15).

]

* Cirros marginales y caudales :
!

Los cirros marginales son dos o tres cirros situados en el margen izquierdo de la
célula. Se observan largos haces microtubulares asociados con cada cirro marginal por su
lado izquierdo. Estos haces se dirigen hacia la parte anterior izquierda de la célula. Del

resto de los lados de cada cirro, emergen grupos de microtibulos més cortos (fig. 8).

|
Los cirros caudales, situados en el extremo posterior del cihiado, presentan
1
microtiibulos muy cortos en todo su contorno (fig. 8).

1.3. CITOESQUELETO ORAL

La ciliacién oral est4 constituida por una zona adoral de membranelas (ZAM) que
se situa en el borde izquierdo de la cavidad oral y por una membfana paroral en el lado

derecho.

|
1

1
Bajo la zona adoral de membranelas (ZAM) se extiende una red microtubular muy

densa. Esta red est4d compuesta por microtibulos aislados que se originan a partir de los

i
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cinetosomas; algunos de ellos conectan las paramembranelas entre sf; otros, se distribuyen

oblicuamente por debajo de las mismas (fig. 16).

|
3

Las fibras postciliares (que emergen de la fila mds posterior de cinetosomas de cada
paramembranela) y las transversas (grupo de microtibulos que parten de las dos filas mas
anteriores de cada paramembranela, fig. 17) contribuyen al anclaje (ie las paramembranelas.
Los haces microtubulares formados a partir de las fibras transversajs constituyen €l soporte
citoesquelético de las crestas peliculares localizadas entre las parémembranelas (fig. 18).
Finalmente, la fibra postoral, que se origina en el extremo posterior de la cavidad bucal,
se forma a partir de haces microtubulares que parten de las bases de los cinetosomas de las

filas m4s posteriores de paramembranelas (figs. 19 y 20).

1

Por lo que respecta al complejo paroral, del lado derecho de esta estructura emergen
fibras microtubulares muy cortas. Dada su localizaci6n, podrfan identificarse, posiblemente,

como fibras postciliares (figs. 19 y 21).
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fig. 5- red longitudinal superficial de naturaleza microtubular en =1 lado
doreal de E. forardii. Inmunofluorescencia indirecta realizada <on &l

anticuerpo anti % tubulina de Sigma. La barra representa 10 pm. !

fig. 6- Detalle de las trfadas de microtlbulos gue constituysn la red
iongitudinal supertficial en cé€lulas permeabillizadas con Triton X-100. TEM. La
barra representa 0,25 um. '

|
fig. 7- corte oblicuo de una célula permeabilizada con Triton X-100 &n la qus
s= observan los haces microtubulares de la red transversal supsriicial. La
barra representa 0,25 um. ;

b

fig. 8- Organizacidn del citoesqueleto microtubular en el lado vsntr" de un
célula de E. focardii. Inmunofluorescencia indirecta realizada con =
anticuerpo anti R tubulina de Sigma. La barra representa 10 um.

fig. 9- Seccidn transversal a nivel de la pelicula en el lado ventral de ura
céluia permeabilizada. En esta zona la red longitudinal superficizl osti
formada por microtidbuleos individuales y reforzada en las crestas pellful res
por triadas de microtdbulos. La barra representa 1 um.

fig. 10- Microfotograffa electrénica de barrido de la superficie dorsal d=
. focardii. La flecha sefiala las cerdas constituyentes de las cinetlas

S

dorsales. La barra representa 10 um. \






fig. 11- Ultraestructura de las cerdas dorsales en E. focardii. Am: dmpulas.
L: lasiosomas. La barra representa 0,25 um. :

’ Iy ! ]
fig. 12~ cCinétidz dorsal en una célula permeabkilizada. Sélo el cinecosoma
anterior estd ciliado. T: fibra transversa. La barra representa 0,5 dm.

fig. 13- Seccién longitudinal ds un cirro transverso. En la parte Infsr
da cada cinetosoma se aprecia la organizacidn de las fibras anales. La barra
representa 0,5 um. '

fig. 14- Microtdbulos postciliares asociados a los cirros transversos. La
barra representa 1 m. :

fig. 15- sSeccién transversal de un cirro frontoventral. Se muestra los
microtdbulos postciliares asociados a la fila localizada més a 1a derzcha de
cinetosomas. La barra representa 1 gm.

fig. 16- Rred microtubular localizada por debajo de la zona adoral de
membranelas (ZAM} en la zona oral de E. focardii. La barra raprnsanrq 1 pm.
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fig. 17- Detalle de las fibras postciliares asociadas a los cinetosomas de
las paramembraznelas. La barra representa 0,5 um.

fig. 18- Detalle de las crestas orales situadas entre las paramembranelas,
reforzadas por fibras transversas. La barra representa Q0,5 pm.

fig. 19- Fibra postoral (fp}. Inmunofluorescencia indirecta realizada con 2l
anticuerpo anti # tubulina de Sigma. La barra representa 1 um.

fig. 20- Detalle al TEM de la fibra postoral (»). La barra representa 2 Km.

fig. 21— Secmidn transversal del complejo paroral. La barra representa 0,5
pm.
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Resultados

como control (fig. 23). Las imégenes obtenidas por inmunofluorescencia indirecta
mostraron el patrén microtubular tipico de esta especie (fig. 24) y descrito de manera
detallada en estudios anteriores (Valbonesi y Luporini, 1990; Serrano et al., 1992; Arregui

et al., 1994).

2.1.2. Reactividad de los anticuerpos dirigidos contra las secuencias de la o tubulina
Respecto de los anticuerpos anti . tubulina, desglosaremos los resultados en funcién

de la secuencia contra la que van dirigidos:

0(1-13): De los anticuerpos ensayados conira esta secueﬁcia s6lo el anticuerpo
monoclonal P2C10 reconoci6 la tubulina de E. focardii, ademds de otras proteinas presentes
en los extractos celulares de este ciliado (fig. 25(a)); sin embargo, los experimentos de
inmunofluorescencia indirecta no proporcionaron una tincién espéciﬁca de los sistemas

microtubulares de esta especie (fig. 26(a)).

o(155-168): Mientras que los anticuerpos P6B11 y P3B7 reacfcionaron positivamente
con los microtibulos del ciliado una vez fijado, mostrando una imagen similar a la obtenida
con los anticuerpos anti 8 tubulina; los anticuerpos P12B2 y P6BS5 presentaron una débil

reaccién con la protefna en ambos tipos de ensayo (figs. 25(b) y 26(b)).

0(214-226): Los resultados del inmunoblot evidenciaron el reconocimiento de la o
tubulina de E. focardii (fig. 25(c})), ademés de reactividad con 0tra§ proteinas del extracto.
Mientras que con el anticuerpo P1F5 obtuvimos resultados negativos en los experimentos
de inmunofluorescencia indirecta, el anticuerpo P3D 10 mostrd una tincién especifica de los

cilios de cirros y membranelas en la cara ventral del ciliado (fig. ié(c)).
o(430-443): De los dos anticuerpos ensayados contra esta secuencia sélo el

etiquetado como P12E11 decor6 las redes microtubulares de E. focardii y reconocié la

tubulina del ciliado en los inmunoblot realizados (figs. 25(d) y 26(d)).
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2. CARACTERIZACION DE LA TUBULINA DEL CILIADO ANTARTICO

2.1. REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A
PEPTIDOS SINTETICOS DE o Y 8 TUBULINA :

Los anticuerpos frente a oligopéptidos sintéticos de o y B tubulina porcina utilizados

en este estudio se corresponden con regiones de la protefna evolutivamente conservadas y

con un posible papel funcional en la formaci6n de los microtibulos (vedse "Discusion”).
S |

Para especificar la localizacién del epftopo reconocido por estos anticucrpos,

representamos en un diagrama (fig. 22) las posiciones de estos péptidos dentro de la

secuencia de cada subunidad.

fig. 22~ Diagrama representativo especificando los epftopos reconocidos por los anticuerpos antisecuencia.

- 1-13 153-165  241-256 C d12-431
P14D4 P4D6 P2G8 ‘ PMIB
p3ct1 P5SC3 P2F11
PIIEI2 PI15C7
P9G4
1-13 _ 155-168 214-2206 | 430-443

o~-tubulina B N ‘ N
rcio Pi2B2 PIFS PI2EL
PISF6 P6BI1  PIDLO ‘ r16G4
P4B4 PGDS |

P3B7 f
La reactividad de los anticuerpos antisecuencia frente a la tubulina del ciliado
antértico fue ensayada tanto en células completas (inmunofiluorescencia indirecta) como

frente a extractos celulares (westernblot).

2.1.1. Reactividad de los anticuerpos dirigidos contra las secuencias de la B tubulina
Los anticuerpos ensayados reaccionaron especificamente con la banda de 8 tubulina

obtenida de un extracto de E. focardii, asi como con la de la tubulina bovina utilizada
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fig. 23- wWestern blot realizado con anticuerpos dirigidos contra secusncias
de la ® tubulina porcina. Inmunoreconocimiento de la tubulina cerebral bovina
[purificada, (2, 4, &6, 8)] y de la tubulina de E. focardii [en'muestras de
extractos completos del ciliado, (3, 5, 7, 9}]. A, anticuerpo Pl4B4 dirigido
contra la secuencia R{1-13); B, anticuerpo P4D6 dirigido contra la s=zcusncia
#{153-165);: C, anticuerpo P2G8 dirigido contra la secuencia $(241-256); L,
anticuerpo DM1E dirigido contra la secuencia £{(412-431). (1) patrén dz pesos
moleculares. .

fig. 24~ Inmunofluorescencia indirecta realizada con anticuerpos dirigidos
contra secuencias de la £ tubulina porcina. Elementos microtubulares tefiides
por estos anticuerpeos en el lade ventral de células permeabilizadas vy fijadas
de E. focardii. La barra representa 20 pm. A, ¢#lula incubada con el anticuerpo
P14B4 especifico frente a R{(1-13) en la gue se cbservan los cirros ventrales
con haces microtubulares asociados a cada uno de ellos y las, estructuras
orales: zona adoral de membranelas, membrana parcral y fibra postoral; E,
célula incubada con el anticuerpo P4D6 especifico frente a E(153-165), en ella
ge distinguen claramente los cilios que forman parte de los cirros y de las
nembranelas orales y algunos de los microtidbulos longitudinales de la red
superficial; €, célula incubada con el anticuerpo P2G8 especifico frente a
2(241-256); D, cdlula incubada con el anticuerpo DM1B de Amersham especi{fico
frente a R{412-431). Las fotograffas obtenidas empleando estos dos ltimes
anticuerpos muestran unas imdgenes muy similares a las dnscrltas con los
ant 1r‘ur=\rpos menciocnados preva.amente .






fig. 25- wWestern blot realizado con anticuerpos dirigides contra secuencias
de la o tubulina porcina. Inmunoreconocimiento de la tubulina cerebral kovina
[purificada, (1, 3, 5, 7)] y de la tubulina de E. focardii [en muestiras de
extractos completos del ciliade, (2, 4, 6, 8)}. A, anticuerpo P2CLO dlirigido
contra la secuencia a{l1-13}; B, anticuerpo P6Bll dirigidc contra la secuencia
0{155-168); €, anticuerpo P1F5 dirigide contra la secuencia w{214-228); D,
anticuerpo P12E11 dirigido contra la secusncia @(430-442).

fig. 26- Inmunofluorescencia indirecta reallizada con anticuerpos dirigides
contra secuencias de la o tubulina porcina. La barra representa 20 um. A,
tincidn inespecifica de la célula incubada con el anticuerpo P2C10 dirigide
contra ofil1-13): B, débil reactividad de los sistemas nmicrotidbularss de E.
focardii con el anticuerpo P6B11 dirigido contra la secuencia a{l55-1583); C,
cilios de cirros y membranelas en células incubadas con el antizuerpo PiID10
dirigido contra m(214-226); D, elementos microtubulares tefiidos por el
anticuerpo P12E11 dirigido contra a(430-443) en el lade dorsal de una c£lula
permeabilizada y fijada de E. focardii: filas de cilios y cinetosomas.
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2.2.  ANALISIS COMPARATIVO DE LAS SECUENCIAS AMINOACIDICAS DE
LAS ISOFORMAS DE LA 8 TUBULINA DE E. focardii

A partir de las secuencias génicas de las cuatro isoformas de la 8 tubulina obtenidas
por el equipo de la Dra. Miceli en la Universidad de Camerino (Italia), nos propusimos

localizar las regiones mds divergentes de las mismas mediante su alincamiento,

Este andlisis puso de relieve que se trata de polipéptidos mayoritariamente
conservados, en los que las sustituciones de amino4cidos se encuejntran rcstﬁngidas, en la
prictica, a los siguientes dominios: 51-65, 164-192, 312-335, 375-393 y extremo

carboxiterminal.

Como se muestra en la tabla 3, las dos isoformas Btl y Bt2 de E. focardii son muy
parecidas entre sf (con un 97,3% de identidad en la secuencia aminoacidica), mientras que
si comparamos estas secuencias aminoacfdicas con las de la formas B3 y Btd este
porcentaje disminuye notablemente. El grado de identidad entre Btl y Bt4 se reduce al
83,4%, lo que indica que la B tubulina en este organismo es marcadamente heterogénea.
De hecho, si se comparan estas cuatro secuencias con las de organismos del mismo género
no adaptados al frio, como Euplotes crassus y E. octocarinatus, los valores de identidad
se sitian, respectivamente, entre el 94,4% y el 84,1% y entre el 93,7% vy el 83,0%.

Tabla 3- Valores porcentuales de identidad de 1a secuencia protefca de las cuatro isoformas de B-tubulina (Btl,
B2, Bt3 y Bt4) comparadas entre ellas y con las de las B tubulina de E. crassus (Harper y Jahn, 1989) y E.
octocarinatus (Liang et al., 1994).

1

Porcentaje de similitud

1| 2 | 3| a|s |6
E. focardii Btl: 1 . 973 | 856 834 | 944 | 93.7 1
E. focardii Bt2: 2 . 87.2 | 845 946 | 943 2
E. focardii B13: 3 . 84.5 | 86.1 | 85.1 3
E. focardii Bt4: 4 . 84.1 | 83.0 4
E. crassus: 5 . . 95.9‘ 5
E. octocarinatus: 6 6
1 2 3 4 5 6
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2.2.1. Andlisis de las regiones méis divergentes en la B tubulina
El andlisis minucioso de tres de las cinco regiones con mayor incidencia de
sustituciones (posiciones 164-192, 312-335, 375-393)) no permitié obiener una pauta

significativa de distribucién de las mismas.

Las sustituciones especificas de E. focardii que se lécalizan en la regién
aminoterminal de la protefna entre las posiciones 52 y 63 de la secuencia aparecen
agrupadas. En la figura 27 se especifican las sustituciones presentes en esta regién. En las
secuencia génicas de Btl, Bt2 y Bt3, dichas sustituciones podrian derivarse de un proceso
de insercién y delecién de un nucleétido que provocaria un cambic; en el marco de lectura
de la secuencia génica: se inserta una C en la posicién 169 y se elimina una T en la
posicién 180, lo que da lugar a un cambio de la secuencia proteicé del aminoédcido 57 al
60; en particular, en la posicién 57, en la que en el resto de las especies aparece un

aminodcido no cargado, se aprecia una sustitucién por un amino4cido bésico.

En cuanto a la isoforma Bt4 se observan asimismo sustituciones en el tramo
inmediatamente anterior de la secuencia, entre los aminodcidos 52 y 56 inclusive. En este
caso, ademds de la posicién 57 también la posicién 56 presenta un aminodcido bésico en

sustitucién de uno habitualmente no cargado.

1

fig. 27- Secuencia génica de la B tubulina de E. focardii del aminodcido 52 al 63. Comparacion con las
secuencias de otros ciliados no adaptados al fric. Se resaltan en negrita las sustituciones aminoacidicas especificas
de la especie antértica. :

54 Ala Thr Gly Gly Arg Tyr Val Pro Arg Ala a8

P, tetraurelia
T. thermophila - - - - - - - - - -
S. lemnae - - - - - - - - - -
E. octocarinatus - - - - - - - - - -
E. crassus CCA ACT GGT GGT AGA TAT GTT CCA AGA GCT
Ala Thr Gly Arg Lys Ile éys Pro Arg Ala
E. focardii #tl GCA ACT GGA CGG AAG ATA TGT CCA AGA GCT
B2 - - - - - - - - — -
Bt3 - - - - - - - - - -

Rt4d 52 Ile @Glu Thr Leu Lys - - - - - - -
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Otra caracteristica de la B8 tubulina de E. focardii es lja presencia de varias
sustituciones en el dominio carboxiterminal de la proteina. Esta regién estd en general
integrada, segiin se desprende de la comparacién de la secuencia de muy diversos
organismos, por un tramo muy conservado seguido de un tramo muy variable que parte en

general del aminodcido 438 (fig. 28).

En el primero de ambos tramos (generalmente muy conservado), en dos de los genes
de la B tubulina de E. focardii se aprecian diversas sustituciones aminoacidicas. En el gen
Bt3 Hemos identificado 4 sustituciones (Cys 425, Cys 427, His 428 y Ty'r 430) y una
insercién (Gly 433) que, en comparacién con la secuencias de otros organismos, se revelan

dnicas en esta especie. En el gen Bt4 se ha identificado una sola sustitucién especifica de

E. focardii (Cys 424) y una insercién (Glu 434).

Por dltimo, mencionaremos la sustitucién :de restduos Glu i)or residuos Asp en la
regién variable del dominio carboxiterminal. Especial atencién merece el glutdmico de la
posicién 439 que, en los cuatro genes, estd sustituido por un aspéniéo. Este es el sitio més
comin de la poliglutamilacién de la 8 tubulina de todos los org"anismos, incluidos los
protozoos (Bré et al., 1994). Ademds, en dos de las isoformas de lé B tubulina (8t3 y Bt4)
aparecen, en la estructura primaria, sitios potenciales de fosforilacién: una serina en
posicién 443 en la isoforma Bt3 y una treonina en las posiciones 443 y 445 en la isoforma

Bt4.

fig. 28- Secuencia de la region carboxiterminal de la 8 wbulina de E. focardii, almeada con las secuencias de
E. crassus (Harper y Jahn, 1989), Stylonychia lemnae (Witte et al., 1995), Paramecium tetraurelia (Dupuis, 1992),
Tetrahymena pyriformis (Barahona et al., 1988), Notothenia coriiceps neglecta (Detrich y Parker, 1993) y los
isotipos IT y I de vertebrado (Sullivan y Cleveland, 1986). En negrita se indican las sustituciones especificas de
E. focardii y subrayados aparecen los sitios potenciales de fosforilacion.

1

421 '

E. focardii fitl EYQQYQDATA EE..EGEFDD EEEMDV.. :

Bt2 EYQQYQDATA EE..EGEFDD EEEMDV..

Bt3 EYQQCQCHTY EEG.EGEFDD EDSEL. .

5td EYQCYQDATA EDEEEEQYDQ EDTDT..
E. crassus EYQQYQDATA EE..EGEYVE DEDEMDGM
E. octocarinatus EYQQYQDATA EE..EGEMDE EEGAME. .
S. lemnae EYQQYQDATA ED..EEEMDE EQME....
T. pyriformis EYQQYQDATA EE..EGEFEE EEGEN...
P, tetraurelia EYQQYQDATA EE..EGEFEE E.GEQ.
Isotipo II {ratén) EYQQYQDATA EEECEFEEEE GEDEA...
N. coriiceps EYQQYQDATA EEEGEFEEEG EEDGA...
Iscotipo III (peollo) EYQQYQODATA EEEGEMYEDD EEEEQGAK
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2.2.2. Prediccién de las estructuras secundarias de la B tuhuliha de E. focardii

El anilisis de las predicciones de estructuras secundarias de la 8 tubulina de E.
focardii realizado mediante el método PHDsec (Rost y Sander, 1993; Rost y Sander, 1994)
indica que el contenido porcentual de o-hélice, B-ldmina y giros y bucles de cada una de

las cuatro isoformas es el siguiente (Tabla 4): |

Tabla 4- Contenido porcentual de elementos de estructura secundaria en cada una de las isoformas de B wbulina
de E. focardii.

o-hélice B-14mina Giros y bucles
Btl 35,1 20,5 444
B2 34,7 22,1 43,2
Bt3 35,2 20,1 44.7
Bt4 36,6 21,1 42,2

Estas predicciones nos muestran unas conformaciones muy similares de
los diferentes isotipos. Las principales diferencias parecen encontrarse a nivel del

dominio carboxiterminal (fig. 29).

fig. 29- Modelo de la estructura secundaria de la regién carboxiterminal de los cuatro isotipos de la B
tubulina de E. focardii predicha a partir del an4lisis de 1a secuencia aminoacfdica correspondiente.

Bt1-2 |

400 ‘

GEGMDEMEFTEAESNMNDLVSEYQQYQDATAEEEGEFDDEEEMDV
LLLHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHEHE HHHH L LLL

Be3 |

400 \

EGMDEMEFTEAESNMNDLLSEY QQCQCHTYEEGEGEFDDEDSEL

LLL HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHH HHHLLL

Btd |

400 ‘

GEGMDEMEQIEAESDMNDLVAEYQCYQDATAEDEEEEQYDQEDTDT
LL HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHH  LL
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En este dominio, el método PHDsec predice una mayor potencialidad de
formacién de una o hélice en el extremo C-terminal en el caso del gen Bt4 que en el del

Bt3 y, a su vez, en éste que en el de los Btl-2.
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3. FUNCIONALIDAD SELECTIVA DE LOS ISOTIPOS DE 8 TUBULINA
EN ESTE CILIADO

3.1. PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOESPECiFICOS
|
3.1.1. Seleccién de secuencias inmunogénicas |
Para la obtencién de anticuerpos policlonales especificos frente a las distintas
isoformas, analizamos los datos obtenidos en el estudio, mediante el método PHacc, de
la accesibilidad al solvente de las regiones mds divergentes mencionadas en el apartado

2.2.1.

El andlisis de los resultados de accesibilidad nos indicé que Ia regién del
extremo carboxiterminal constituia el epftopo éptimo para ser usado como inmundgeno,
dado el claro predominio del cardcter expuesto de los residuos y sus altos valores de

accesibilidad al solvente, con grados de confianza de las predicciones para cada residuo

1

muy elevados (fig. 30).

fig. 30- Predicciones de accesibilidad at solvente de los péptidos carboxiterminaies de la B tubulina de E.
focardii. (AA) secuencia de aminodcidos. (P_3) prediccidn de accesibilidad al solvente: oculto (b), expuesto
(e).

gtl-2
AA EYQQYQDATAEEEGEFDDEEEMDV
ACCESIBILIDAD
3e; P_3 acc ebeeeceececcceccecccceceeee

10¢: PHD acc 7077&77777777777177777779

ft3
AA YQQCOCHTYEEGEGEFDDEDSEL
ACCESIRILIDAD
39, P_3 acc bese cececececceeecececeeceece

10¢%: PHD acc 077577776777777717777779

gtd
AX EYQCYQDATAEDEEEEQYDQEDTD
ACCESSIBILIDAD
3. P_3 acc ebeeececeeccbeeeeccacecececeee '

10%: PHD acc T0776777607777777177777799
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De acuerdo con estos criterios se procedi6 a la sintesis quimica de cinco

péptidos distintos:

Btl-2 CEEEGEFDDEEEMDV
B3 CHTYEEGEGEFDDEDSEL
Btd CEDEEEEQYDQEDTDT
Bt1-2* CGEFDDEEEMDYV

Bra* CQYDQEDTDT

La denominacién de los péptidos se realizé a partir de la isoforma

correspondiente de 1a B tubulina.

En el caso de los isotipos Btl y Bt2, la secuencia elegida efa plenamente
coincidente, por lo que no se pudo discriminar entre uno y otro. Se eligieron las dos
secuencias m4s cortas para optimizar la especificidad de los suetos frente a los isotipos
1-2 y 4, lo que tiene como inconveniente que estos epftopos podrfan no provocar una

respuesta inmunoldgica suficiente.

A cada uno de los péptidos se le adicion§ un aminodcido fnés, una cisteina,
aminodcido que aporta un grupo sulfhidrilo que proporciona un sitio de unién a la
protefna transportadora {(en el caso del péptido Bi3, esta cisteina no puede considerarse
adicional, puesto que se halla presente en la propia secuencia aminoacidica codificada
por este gen). Para medir la eficacia en la incorporacién de este aminodcido, se recurrié
a un método espectrofotométrico, el método Ellman (1959). Los resultados obtenidos
fueron de un 49%, un 59%, un 23%, un 79% y un 95% de eficacia, respectivamente,
para los isotipos Btl-2, Btl-2*, Bt3, Btd4 y Bt4*. Como proteinas &ansponadoras
utilizamos KLH (hemocianina) y BSA (albimina de suero bovino), habitualmente
empleadas en este tipo de experimentos. La KLH se utiliz6 con Btl-2, Btl-2*, Bid y
Bt4*, usando MBS (m-maleimido-benzoil N-hidroxisuccinimida éster) como agente de
unién al péptido a través de las cistefnas. En el caso del péptido Bt3, nos pareci6 mas
adecuado usar glutaraldehido y BSA, dado el bajo valor obtenido en la cuantificacién de

cistefnas (23%). .
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fig. 31- Complejos péptido-protefna transportadora usados como inmundégenos para la produccion de
anticuerpos especificos de los isotipos de 1a B tubulina de E. focardii.

Péptido immunogénico Proteina_transportadora Conejos
ft1-2: CEEEGEFDDEEEMDV KLH (MBS) C4.C5
3t3: CHTYEEGEGEFDDEDSEL BSA (GA) C6,C7
B3i4: CEDEEEEQYDQEDTDT KLH (MBS) C8.,C9
Bid*: CQYDQEDTDT KLH (MBS) - C10

B1-2%; CGEFDDEEEMDV KLH (MBS) Cli

3.2, ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS

La obtencién de anticuerpos en el suero de los conejos fue analizada mediante
ELISA. En los ensayos que mostramos, el ant{geno utilizado para activar las placas fue
tan sélo el péptido, con el fin de detectar exclusivamente los anticuerpos antipéptido y
no aquellos otros dirigidos contra la protefna transportadora. Se observaron respuestas
positivas para las cinco secuencias peptidicas. La figura 28 muestra las curvas obtenidas
para los diferentes sueros cuando éstos fueron incubados, a las diluciones indicadas, en

placas activadas con 0,1 pg de péptido en cada pocilio.

fig. 32- ELISA contra péptidos sintéticos de sueros antipéptidos.
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Segiin se observa, los sueros presentaron un titulo antipéptido significativo.

Posteriormente, se ensay6 asimismo mediante ELISA la reactividad cruzada de
estos sueros frente a los otros péptidos. En la figura 33 se representan las curvas de
resultados de este experimento. En este punto, y dados los resultados obtenidos con el

suero C10, desechamos este suero para experimentos posteriores.

La especificidad también se probé mediante ensayos de inhibicién en
experimentos de inmunofluorescencia, tal y como ya se ha mencionado en la seccién
"Materiales y métodos". En uno de los experimentos, el anticuerp6 utilizado se incubd
con un exceso de concentracién del péptido, mientras que en otro se utiliz6 el suero

preinmune. La fluorescencia disminuyé marcadamente en ambos casos (fig. 34).
3.3. CARACTERIZACION DE LOS SUEROS

Los sueros obtenidos se denominaron anti Bt1-t2, anti Bt3 y anti Bt4. Analizamos
si la B tubulina de E. focardii, entre otras protefnas celulares, era reconocida
especificamente por los mismos. Para ello, realizamos electroforesis en geles de

poliacriamida de extractos completos del ciliado seguidos de westérn blots con cada uno

de los anttsueros.

Asimismo, empleamos células de E.focardii previamente permeabilizadas y
fijadas en experimentos de inmunofluorescencia indirecta para la localizacién de los

diferentes isotipos en los sistemas microtubulares del ciliado.

3.3.1. Inmunoreconocimiento mediante western blot
* Anti Bt1-2 (C4/C5 y C11)

Los sueros de los conejos C4/C5 y C11 producidos frente al isotipo Btl-2
reaccionaron casi exclusivamente con una banda cuyo peso molecular coincide con la
tubulina de E. focardii (fig. 35). Sélo a diluciones muy bajas de los sueros, se

detectaron algunas bandas mds débiles, que podrian corresponder a fragmentos
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fig. 33- Reactividad de los sueros antipéptidos con los distintos péptidos sintét
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proteoliticos de la propia tubulina o bien a otras proteinas que comparten el mismo

epitopo.

* Anti Bt3 (C6/C7)

Las curvas del ELISA indican claramente que los sueros C6/C7 reaccionan
especificamente con la secuencia elegida. No obstante, cuando los experimentos de
westernblot fueron realizados en las mismas condiciones que para el isotipo anterior
(fig. 35) la especificidad obtenida con este anticuerpo resulté menios concluyente.
Teniendo en cuenta el distinto método seguido para la obtencién de los sueros contra el
isotipo Bt3 (véase el apartado 3.1.1.), se probé un procedimiento diferente para la
realizacién del blot (variando el protocolo de transferencia de protefnas, de modo que se
sustituyeron las membranas de nitrocelulosa por las de PVDF, y einpleando ademds un
sistema de electrotransferencia diferente, véase "Material y métodé)s"). Con ello se

consiguié reconocer la banda de la tubulina (fig. 37).

* Anti t4 (C8) L
Los an4lisis de inmunoblot con los extractos celulares de E. focardii indican el
reconocimiento por el antisuero Bt4 de la isoforma correspondiente de B tubulina, si bien

esta banda se sitia ligeramente por debajo de la correspondiente a las isoformas 1-2

(fig. 35).

Por otra parte, se observé que los sueros C4/CS y C6/C7 (generados frente a los
isotipos Btl-2 y Bt3, respectivamente) no reconocen ni la tubuliné purificada de cerebro
bovino (fig. 35) ni los extractos celulares de otro ciliado, Paramecium sp. (Miceli,
comunicacidén personal), mientras que el anticuerpo frente a Bt4 se une fuertemente a

ambos.

3.3.2. Localizacién celular de las isoformas de 8 tubulina
* Anti 3t1-2 !
Las microfotografias muestran que los anticuerpos especificos de las secuencias

correspondientes a los isotipos Btl-2 decoran tanto las redes microtubulares superficiales
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presentes en este ciliado como los microtibulos axonemales de los cilios, los
cinetosomas que sirven de base a los cirros, las fibras denominadas anales que parten de
la base de los cirros transversos, asf como las fibras que sirven de anclaje para el resto
de los cirros, la ZAM y la membrana paroral (fig. 36). Todas estas estructuras son
reconocidas también por el anticuerpo DMIB, tal y como se muestra en la figura 36(f).
Las imé4genes superpuestas de la figura 36(g) muestran la localizacién comparada de
ambos anticuerpos (en amarillo aparecen las estructuras reconocidas tanto por uno como
por otro). Por otra parte, los mencionados anticuerpos especificos reconocen la banda
correspondiente a la B tubulina en todas las fracciones celulares de E. focardii, aunque

mi4s débilmente en la fraccién del cortex (fig. 37).

* Anti Bt3

El anticuerpo anti 8t3 reconoce especificamente los microtibulos de los cuerpos
basales (fig. 38). Este reconocimiento se hace especialmente evidente {en rojo en la
imagen superpuesta de la figura 38(¢)) en aquellas células que fugron fijadas con etanol
(véase "Material y métodos"). El resto de las estructuras (puestas de manifiesto por el
marcaje verde de la fluoresceina en la figura 38(c) no muestran reactividad alguna con
dicho anticuerpo. Este suero reconoce bdsicamente la fraccién celular de cortex (fig.
37), lo cual sugiere que este isotipo de B8 tubulina tiene una localiiacién celular

especifica en los cuerpos basales.

* Anti Bt4

La inmunofluorescencia indirecta con este suero muestra un resultado muy
similar al obtenido con el anti 8t1-2, aunque los cilios que compoﬁen Cirros y
membranelas se tifien con mayor intensidad (fig. 39). Se observa también una débil
reactividad de los cuerpos basales. Ademds, este anticuerpo parece tefiir redes

intracitoplasmticas (visibles en rojo en la imagen superpuesta de la figura 39(e).

El anti Bt4 reconoce todas las fracciones celulares, aunque la fraccién axonemal

de un modo mi4s. intenso (fig. 37).
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3.4. EXPERIMENTOS DE ENSAMBLAJE DE LOS MICROT(JBULOS
CITOPLASMATICOS A DISTINTAS TEMPERATURAS

Para determinar si el ensamblaje de un isotipo especifico depende en alguna
medida de la temperatura, realizamos ciclos de despolimerizacion-repolimerizacién de
los microtibulos citoplasmdticos (menos estables que el resto) de E. focardii tanto a

20°C como a 5°C.

1

Como puede observarse en la figura 40, con el suero anti Btl-2 la reaccién es
especialmente evidente en el caso de la muestra obtenida con una temperatura de
polimerizacién de 5°C. Frente al suero anti 8t4, los microtibulos citoplasméticos
mostraron una fuerte reaccién cuando se llevé a cabo la repolimerizacién a 20°C,
mientras que no se detecté ninguna sefial en la fraccién polimerizada a 5°C (tig. 40). El
suero anti Bt3, en cambio, no reconoci6é ninguna de la muestras ensayadas en este
experimento. Sin embargo, si se obtuvo una reaccién positiva cuando este dltimo suero
se ensay6 sobre la membrana que contenia el sedimento resultante de la centrifugacién
de los extractos celulares tratados con Ca*" (véase "Material y mé;odos“). donde es de
esperar que se encuentren presentes los microtibulos m4s estables, no despolimerizados

ni siquiera en presencia de Ca™, incluidos los correspondientes a las bases ciliares.

1

* Deteccion de microtiabulos fosforilados
Por tiltimo, verificamos la reactividad de un anticuerpo anti P treonina. Este
anticuerpo comercial reaccioné con mayor intensidad, al contrario que el anticuerpo anti

Bt4, con los microtibulos citoplasméticos polimerizados a 5°C (fig. 40).

La falta de reconocimiento por parte del suero anti Bt4 de los microtibulos
polimerizados a 5°C podrfa deberse a una modificacién postraduccional de la secuencia
correspondiente. Ademds, como ya se ha mencionado, en dicha secuencia existen dos
posibles sitios de fosforilacién (Tre). De hecho, la fraccién citoplasmitica fue
reconocida por el anticuerpo anti 8t4 de forma m4s intensa en la muestra sometida al

tratamiento de defosforilacién, mientras que el control realizado sin fosfatasas mostré

- una reaccién mds débil (fig. 41).
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fig. 34- Imédgenes de inmunofluorescencia indirecta en ensayos de inhibicién
realizados para probar la especificidad de los sueres dirigidos frente a los
isotipos de la B tubulina de E. focardii. La barra representa 20 um. (A, C, E)
los anticuerpos anti 2£l1-2 (A), anti £t3 (C) y anti 2t4 (E) se incubaren con
un exceso de concentracién de péptide Rtl-2, Bt} y B4, respectivamente. (E,
D, F} sueros preinmunes de los conejos C5 [inmunizado con el péptide #8tl-2,
{B}}, €7 [inmunizado con el péptide Btld, (D}] ¥ €8 [inmunizado con el péptide
Bgrg, {(Fil. !






fig. 47- Inmunoflucrescencia indirecta realizada con el

anticuerpo #1151

células permeabilizadas y fijadas de la especie atemperada Euplotes vannus.
barra representa 20 pm. A, lado dorsal;

B,

lado ventral.

fig. 48- Inmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo GT233
células permeabilizadas v fijadas de E. vannus. La barra representa 20 um.

lado dorsal:

B,

lado ventral.
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fig. 35- western blot realizade con los sueros obtenides frentz a los
isotipos de la ® tubulina de E. focardii. A, gel tefiido con azul de Coomassie:
{1) patrén de pesocs moleculares, (2) tubulina cerebral bovina purificada, (2)
excracto de cultive de E., focardil. Inmunereccnocimienteo de la zubulina
cerebral bovina [purificada, (4, 6, 8, 10, 12)] y de la tubulina de E. focardii

[en muestras de extractos cempletos de cultivos del ciliado, (5, 7, 9, 11, 13)]
con: B, DMIB, anticuerpo empleado como control; C, suaro C5 producido frents
al isotipo Bcl-2; D, suero Cl1 también producido frente al isotipeo Etl-2; E,
susro C7 producido frente al isotipo Bt3; F, suero C8 producide frante al
isctipo Rt4. .

fig. 36 (A-D)- gistemas microtubulares de E. focardii tefiidos con los
anticuerpos especifices de las secuencias correspondientas a los isotipos #tl-

2. Inmunotluorescencia indirecta, microscopio de inmunoflucrescencia

eonvencional. La barra representa 20 Um.
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fig. 36 (E-G)- Inmunofluorescencia indirecta realizada con leos anticuerpos
especificos de las secuencias correspondientes a los isotipos SBtl-2.
Microscopfa confocal (fotograffas de P. Ballarini). La barra representa 20 um.
(E} el anticuerpo antiisotipo ha sido revelade con un anticuerpo secundario
conjugadc con Texas red; (F) el anticuerpo mnoneclonal DM1EB, empleadc como
control, ha side revelado con un anticuerpo secundaric conjugado con
fluorescefna: (3) imagen obtenida de la superposicidn de las dos precedentes.

3
fig. 37~ Reactividad en western blot con los sueros obtenidos contra los
isotipos de la & tubulina de E, focardii frente a tres fracciones celulares de
E. focardii: axo {(fraccién axonemal, ciliocs), cortex (fraccidn cortical}) y cyto
(fraccién citoplasmdtica). Se seflala la banda de la & tubulina reconccida por
los anticuerpes (fotegraffa de S. Pucciarelli).






fig. 38- Resultados de inmunoflucrescencia indirecta con el anticuerpo
especifico del isotipo Bt3. La barra representa 20 um. A,B, imdgenes obtenidas
de células de E. focardii fijadas con paraformaldehfdo con un microscoplo de
inmunoflucorescencia convencional; C-E, imdgenes obtenidas de células fijadas
con etanol con un microscopio confocal (fotograffas de P. Ballarinii: (<) el
anticuerpo antiisotipo ha sido revelado con un anticuerpo secundariic conjugado
con Texas red; (D) el anticuerpe mencclonal DM1B ha side revelado con un
anticuerpo secundaric ccnjugade con fluoresceina; (E) imagen obtenida de la
superposicién de las dos precedentes.






fig. 39 (A,B)- Inmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo
especifico del isotipo Bt4. Microscopio de inmuncfluorescencia qonvencional.
La barra representa 20 um.

fig. 39 (C-E)- Imégenes obtenidas con un microscopio cenfocal y segin el
misme procedimiento descrito en las dos figuras anteriores. La barra representa
49 pm.
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fig. 40- western blot realizado con anticuerpos especificos de las secuencias
correspondientes a los isotipos RBtl-2 y 8Rt4, asi como con un anticuerpo
dirigido contra las treoninas fosforiladas. Inmuncreccnocimiento de 1los
microtdbulos citoplasmdticos de E. focardil inducidos a repolimerizarse a unas
temperaturas de 20°%C y 5°C. f

1
fig. 41- Western blot realizado con los anticuerpos especificos de las
secuencias correspondientes a los isotipos RBtl-2 y 8t4. Inmunorsconocimiento
de los microtdbulos citoplasmiticos de E. focardii: (+) muestra semetida a un
cratamiento de defosforilacidn: (-} muestra control a la que no s< le ha
afladido fosfatasa. '
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4. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES EN LA TUBULINA DE
E. focardii .
1
Ademds de la posible fosforilacién a que se hace referencia en el anterior
apartado, se puso de manifiesto la presencia de modificaciones po$traduccionales en la
tubulina de E. focardii mediante anticuerpos especificos frente a tubulina acetilada,

b

tirosilada y poliglutamilada. ‘

Nuestros resultados muestran la existencia de tubulina acetilada y glutamilada en
las células de E. focardii, mientras que no se observé ninguna reactividad en los
extractos de E. focardii usando los anticuerpos frente a tubulina tirosilada (1A2 y
YL1/2) (fig. 42). El anticuerpo dirigido contra la tubulina acetiladzi reconoce una dnica
banda que migra de forma similar a la o tubulina de la muestra de tubulina cerebral
bovina utilizada como control (fig. 42(b)). En relacién con el anticuerpo GT335, cuando
se analizaron los extractos de E. focardii por inmunoblotting se reéonocié una banda
gruesa y difusa, siendo imposible distinguir si la reactividad corres;ponde alacoalaB

tubulina de Euplotes, debido a la comigracién de ambas bandas (fig. 42(c)).
41, CELULAS INTERFASICAS DE E. focardii

4.1.1. Microtitbulos acetilados

La acetilacién se detecté preferentemente en los microtibulos axonemales, de
manera que los orgdnulos compuestos de cilios, como son los cirros locomotores, la
zona adoral de membranelas, el complejo paroral o los cilios de las cinetias dorsales,
resultan fuertemente tefiidos en las preparaciones de inmunoﬂuoresjcencia realizadas con
el anticuerpo (fig. 43). Las fotografias muestran también la decoraéién diferencial a lo
largo de la estructura axonemal y, en particular, Ia fuerte tincion de la regién distal del

axonema ciliar.

También estdn acetilados los haces microtubulares que parten de la base de cada

uno de los cirros, los microtdbulos asociados al sistema de la vacuola contrdctil (fig.
|
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43(c)), una red de microtiibulos localizados bajo las membranelas (fig. 43(a)), y algunos
microtiibulos corticales, sobre todo aquellos que constituyen la red transversal (fig.
43(b)). Esta red estd localizada bajo la red longitudinal, también ¢onstituida por

microtibulos, de los cuales sélo una parte estdn acetilados (fig. 43(d)).

4.1.2. Microtibulos tirosilados
Usando €l anticuerpo 1A2, no fue posible obtener en el inmunoblot una reaccién
positiva con los extractos de E. focardii; sin embargo, dicho anticuerpo sf reaccioné con
la tubulina cerebral bovina incubada simultdneamente (fig. 42(a)). A pesar de esta falta
de reaccién con la tubulina del ciliado en extractos celulares, algunas estructuras
microtubulares se tifieron con este anticuerpo. Con el fin de aseglirar una correcta
interpretacién de los resultados, y teniendo en cuenta gue Olins et al. (1989)
describieron la presencia de tubulina tirosilada en la especie meséfila Euplotes
eurystomus, comprobamos la reactividad de los extractos de E. foéardii con otro
anticuerpo anti tubulina tirosilada, YL 1/2. No se observé ningiin reconocimiento en los
blots ni en las preparaciones de inmunofluorescencia realizadas, lo que sugicre que los

microtibulos de E. focardii no contienen tubulina tirosilada.

4.1.3. Microtiibulos glutamilados

Los datos obtenidos a partir de los experimentos de inmuné)ﬂuorescencia
realizados indican que la glutamilacin estd también presente en 10s microtdbulos
axonemales de E. focardii (fig. 44(a,b)). Estos muestran una tincién homogénea, en
contraste con la descripcion que se ha hecho de la distribucién de 3Ia tubulina
glutamilada a lo largo de la estructura axonemal de Paramecium (?ré et al., 1994). Los
cuerpos-basales, los sistemas microtubulares asociados a ellos y la red microtubular
longitudinal superficial también fueron teiiidos (fig. 44(a,b)). En relacién con esta
dltima, hay una subpoblacién de microtibulos dentro de esta red cortical que se detecta
exclusivamente con este anticuerpo (fig. 44(c)), y que no resulta téﬁida ni con los

anticuerpos anti-¢¢ tubulina (fig. 44(d)) ni con el anticuerpo 611B1 (fig. 43(d)).
1
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42. DISTRIBUCION DE LOS MICROTUBULOS MODIFICADOS
POSTRADUCCIONALMENTE DURANTE LA DIVISION DE E. focardii

En un estudio previo (Serrano et al., 1992), puede encontrarse una descripcién
detallada de la divisién celular de esta especie antdrtica. Como hecho comin a ambas
modificaciones postraduccionales, la acetilacién y la poliglutamilaéién, observamos que
las estructuras microtubulares acetiladas y glutamiladas descritas para la célula

interfdsica de E. focardii permanecen visibles durante todo el proceso de biparticién.

Ademds, la tubulina glutamilada se observé durante la formacién de
determinados elementos microtubulares a lo largo del proceso de divisién: primordio
oral (fig. 45(a)), primordios cirrales (fig. 45(b)), cinetosomas de¢ las cinetias dorsales en
formaci6n (fig. 45(c)) y algunos haces que constituyen el huso de ?divisién (fig. 45(d)).
De igual modo, la red longitudinal de microtibulos de ambas superficies del ciliado
(dorsal y ventral) permaneci6 visible durante todo el ciclo celular,j-como se muestra en

la figura 45(e-h).

En cuanto a la tubulina acetilada, present$ una pauta de distribucién muy similar
a la descrita para la tubulina glutamilada, con la excepcion de la red longitudinal
superficial, que se tifié muy débilmente (fig. 46(a,b)), y de aquellos microtibulos
localizados bajo las membranelas en los que la presencia de tubuliha acetilada fue

1

especialmente evidente (fig. 46(c)).

43. COMPARACION DE LAS MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES
DE LA TUBULINA DE E. focardii Y DE E. vannus, UNA ESPECIE
ATEMPERADA ‘

. . . ! .
Se realizaron con la especie Euplotes vannus 1os mismos experimentos de
inmunofluorescencia llevados a cabo con la especie antdrtica, usando anticuerpos
dirigidos contra las variaciones postraduccionales de la tubulina. Los datos obtenidos a

. - .4 * L npd * " . I3
partir de estos experimentos nos permitieron identificar la acetilacién y la glutamilacién
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como las variaciones postraduccionales de la tubulina de este ciliado. El anticuerpo anti

tubulina tirosilada di6, de nuevo, una reaccién negativa.

Ambas especies mostraron practicamente el mismo patrén ‘morfolégico
microtubular por lo que respecta a las modificaciones postraduccionales. No obstante, en
relacién con la acetilacién destacaremos dos diferencias: el hecho de que las cerdas
dorsales de E. focardii parezcan estar tefiidas con 611B1 a lo largo de un tramo de
mayor longitud que en el caso de E. vannus, €l cual muestra una bunta mds teilida que
el resto del axonema (fig. 47(a)). Por otra parte, los cinctosomas dorsales son visibles

con este anticuerpo en el espécimen antdrtico, mientras que no pueden detectarse en la

especie atemperada (fig. 47(a)).

En relacién con la glutamilacién, la principal diferencia entre ambas especies
radica a nivel cortical: E. focardii parece tener un mayor nimero de microtibulos
glutamilados que E. vannus en la red longitudinal. En esta dltima especie, aunque la red
longitudinal también aparece glutamilada, nunca ha sido detectada de una forma tan

nitida como en la especie antdrtica (fig. 48). ‘
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fig. 42- Wegtern blot realizado con anticuerpos dirigidos contra
modificaciones postraduccionales de la tubulina. Inmunoreconocimiento de la
rubulina cerebral bovina [purificada, (1. 3, 5)] y de 1la tubulina de E.
Ffocardii [en muestras de extractos completos del ciliade, (2, 4, 6)]. &,
anticuerpn 1A2 dirigide contra tubulina tirosilada; B, anticuerpo S11EL
dirigids contra tubulina acetilada; ¢, anticuerpo GT335 dirigido contra
tubulina glutamilada. :

fig. 43- Inmunoflucrescencia indirecta realizada con el anticuerpo 611Bl
dirigidec contra tubulina acetilada. La barra representa 20 pm. A, elementos
microtubulares tefiidos por este anticuerpo en el ladc ventral de wuna célula
permeabilizada v fijacda de E. focardii; nétese la decoracidn diferancial a lo
largo de la estructura axonemal. La flecha seflala la red microctubular
localizada baje las membranelas orales; B, cinetias dorsalies y red microtubular
superficial transversal; C, microtdbulos asociados al sistema de la vacuola
contréctil; D, subpoblacidén de microtubulos acetilados de la red microtubular
superficial longitudinal.






fig. 44- Inmunoflucrescencia indirecta realizada con el anticuerpo GT225
dirigide centra tubulina glutamilada. La barra representa 20 pm. A, elemsntos
microtubulares tefiides por este anticuerpo en el lado ventral de unz c£lula
permeabilizada v fijada de E. focardii. Ndtese la tincidén homogénea a lo largo
Ae la estructura axonemal; B, elementos microtubulares en el lado dorsal del
misme individuo; C,D detalle de la red microtubular superficial longizudinal

tefiida con GT235 (€} v con el anticuerpc anti o tubulina, DMI1A (D).






fig. 45 (A-D)- Inmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo
oT3%5. Distribucidn ventral de los elementos microtubulares glutamilados
durante el proceso de divisién de E. focardii. La barra reprasanta 20 pum. A,
la flecha sefiala el primordio oral; B, primordics cirrales: C, célula an una
fase mds tardia del proceso de divisién donde ademés de los primordics cirrales
se pueden observar los c¢inetosomas de las cinetias dorsales 2n formacidn; L[,
migracidn de la infraciliacién ventral hacia su posicidn final en las células
hijas. Se observan haces microtubulares probablamente implicados en esta
migracidn,






fig. 45 (E-H}- Inmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo
GT235, Distribucién dorsal de los elementos microtubulares glutamilados durante
_el procesc de divisién de E. focardii. La barra representa 20 um. La red
microtubular cortical leongitudinal permanece visible durance todo el proceso

de divisién.






fig. 46- Inmunoflucrescencia indirescta realizada con el anticuerpe 611Bl. La
barra representa 20 um. A,B, distribucién dorsal ds los =lementos
microtubulares acetilados durante el proceso de divisidn de este ciliado; C,D,
iado ventral de las mismas células. Nétese la densa red microtubular localizada
bajo las membranelas corales. '
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1. CITOESQUELETO MICROTUBULA_R_. DE Euplotes focardii
]

Para el estudio del citoesqueleto microtubular de E. focardii, partimos de una
serie de experiencias previas realizadas con las rhuestras originales en las que habfamos
estudiado la estructura general del citoesqueleto en células tefiidas con plata, asf como
el patrén morfogenético durante el proceso de biparticién (Serrano et al., 1992).

4

Para determinar cudles de los elementos d-orticales descritos con anterioridad eran
de naturaleza microtubular, se aplicaron técnicas de microscopfa electrénica de
transmisién y de inmunofluorescencia. Los resultados demuestran que, en E. focardii,
los microtibulos constituyen l_cj)s elementos citoesqueléticos principales de la célula. En
lineas generales, el patrén microtubular de E. focardii es similar al descrito para otras
especies meséfilas del mismo género (Grim 1967, 1982; Tuffrau ejt al. 1968; Ruffolo
1967a, b; Jerka-Dziadosz et al. 1987; Delgado et al. 1988; Fleury 1991a, b), es decir,
presenta una clara diferenciacién dorso-ventral con una disposicién caracteristica de
ciliados hipotricos. No obstante, hemos observado algunas particularidades en la especie

que a continuacién se detallan:

a) En el complejo que constituye cada cerda en las cinetias dorsales de E.
focardii, el cilio que emerge presenta el tipico patrén microtubular y varios lasiosomas
asociados a su parte lateral, tal y como ocurre en E. eurystomus (Ruftolo 1976a, b), si
bien en este caso la membrana ciliar no se encuentra replegada del modo que se ha
descrito en la referida especie. Ademds, en E. fochrdii tan sé6lo se ‘}observan fibras
transversas asociadas al cinetosoma anterior no ciliado de cada pafeja, mientras que en
otras especies del género se describen también microu’]bulos postciliares. Por otro lado,
se han identificado estructuras membranosas contenidas en las ﬁmpulas 0 vacuolas

ciliares de E. focardii que no se habfan observado con anterioridad.

b) La red microtubular superficial es semejante a la de otros eupldtidos. Todos
los autores coinciden en la funcién de esta red, consistente en el mantenimiento de la

forma celular, pero su origen parece ser distinto en los diferentes grupos de ciliados. En

&4



Discusién

algunos de estos organismos, este sistema superficial se origina en los microtibulos
postciliares (heterotricos) o transversos (colpédidos) asociados a la infraciliacién
somética. No obstante, Fleury (1991) sugiere que en Euplotes estos microtibulos
superficiales podrian generarse lateralmente a partir de otros micr‘ptﬁbulos superficiales. .
De acuerdo con esta hip6tesis, sustentada también por los resultados de Jerka-Dziadosz
(1988) en E. octocarinatus, en E. focardii los ﬁiﬁrotﬁbulos de 1a red superficial podrian
originarse a partir de los microtibulos adicionales que refuerzan las crestas peliculares

observadas entre los cirros ventrales.

¢) La infraciliacién soméitica ventral de E focardii coincide con la observada por
Fleury (1991a) en E. aediculatus. Las diferencias'.en la localizacién de las fibras
postciliares en los cirros fronto-ventrales y los cifros transversos, atribuidas a la rotacién
que sufren estos iltimos durante el proceso de t;iparticién, es coherente con lo
observado en E. aediculatus. Sin embargo, la organizacién de las fibras anales de E.
focardii no puede calificarse de nematodesmal. Los microtibulos se hallan unidos entre
si por finas conexiones, pero su disposicién no se corresponde coﬁ el modelo hexagonal

tipico de los nemadesmos.

d) Dado que la bibliografia sobre el citoesqueleto oral del género Euplotes es
muy escasa, no disponemos de suficientes términos de comparacién para evaluar
nuestras observaciones. Con todo, la red microtubular que se dispbne por debajo de la
ZAM es mds compleja en este ciliado antdrtico que la descrita en E. patella (Tuffrau,
1968). Las crestas localizadas entre paramembraﬁélas estén reforzadas por fibras
transversas asociadas a las dos filas de cinetosomas situadas mds hacia la izquierda, que
ademds parecen estar méds desarrolladas que en otras especies del género. En el lado
derecho de la cavidad oral, las fibras postciliares son los principales elementos
asociados al complejo paroral. Finalmente, hemo§ identificado la fibra postoral, que

muestra una conexién con las paramembranelas més posteriores.

Todo ello nos permite conjeturar que las diferencias a nivel de organizacién

a - . L) ¥ .
citoesquelética que se aprecian en E. focardii, y muy especialmente el desarrollo més

¥
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complejo del area oral, podrfan estar relacionadas con la adaptacidn a dos factores
limitantes: las bajas temperaturas caracterfsticas del ambiente antdrtico y las condiciones
nutricionales especificas del mismo. En los cultivos clonales mantenidos en nuestro
laboratorio se ha observado un elevado polimorfismo en funcién de la disponibilidad de
nutrientes (Arregui ez al., 1991; Valbonesi et al.,;,}‘i995). En cultivos con un deticiente
aporte de nutrientes, entre el 20 y el 30% de la p:oblacién celular estd constituida por
individuos gigantes, mientras que ¢l resto mantiene unas dimensiones medias. Estas
modificaciones exigen la formacién de nuevas estructuras integradas por microtibulos
citoesqueléticos "adicionales" a los ya descritos. Estos individuos gigmtes son ademds
formas macrostomas cuya condicién es reversible, poseen unas dimensiones que casi
triplican las dimensiones normales de su especie y son canibales, és decir, pueden
ingerir otras células de menores dimensiones de.gu misma especie. Asi pues, la forma
macrostoma de E. focardii representa una notable ventaja adaptativa para la
supervivencia de la especie, incapaz de enquistarse durante el inviemno antértico. Es su
capacidad de adaptacién a los cambios del entorno nutricional la que les permite

asegurar su superviviencia y proliferacién aun en las condiciones de nutricién mais

extremas.

3. CARACTERISTICAS DE LA TUBULINA DE Euplotes focardii

21. LA o Y B TUBULINA DE ESTE CILIADO ADAPTADO AL FRIiO
CONSERVA EPITOPOS DE IMPORTANCIA FUNCIONAL PRESENTES
EN OTRAS ESPECIES TEMPERADAS ‘

Para comprobar la presencia de determinadas secuencias en la o y B tubulina de
E. focardii, utilizamos un panel de anticuerpos monoclonales dirigidos contra péptidos
de la secuencia de la tubulina cerebral porcina. El criterio utilizadté para producir los
anticuerpos fue su posible antigenicidad como zoinas hidrofilicas de la superficie de la
protefna. Localizamos estas regiones en el modelo estructural tridimensional de la
tubulina porcina recientemente propuesto por Nogales et al. (1998) a partir de

experimentos de cristalograffa electrénica. Para una mayor claridad terminolégica,

86



Discusion

reproducimos a continuacién (fig. 49) la nomenclatura bésica utilizada por dichos
autores para la enumeracién de los diferentes elementos de la estructura secundaria de la

tubulina porcina.

fig. 49- Elementos de estructura secundaria localizados sobre las secuencias de la o y B tubulina porcina
(Nogales et al., 1998).

iy a~tad.
pig fezad,
P32 2588 vovnanos. DKKILIGKRL

iy emtad, .

i ptsb. ‘ RN

752 e, D, (GATGALIEVNEPERDLTLE
e 290

Sit S12

49

En la figura 50, se reproduce el modelo tridimensional, en el que aparecen
marcadas en azul las regiones con las que reaccionan los anticuerpos empleados en este

estudio.
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fig. 50- Modelo tridimensional de la tubulina. Las hélices o aparecen coloreadas en rosa y en amarillo las
laminas B. En azul estdn marcadas las regiones con las que reaccionan los anticuerpos antisecuencia empleados
en este trabajo.

A continuacién, analizamos la importancia funcional de estos epitopos en

relacién con los resultados obtenidos.

- (a) Posiciones 1-13 de la o y B tubulina: esta regidén forma parte de los
elementos de la estructura secundaria definidos como S1 y bucle T1 en la tigura 49.
Estos estan en contacto directo con el GTP: concretamente, con los fostatos (residuos

Gly10, Glull) y con la base guanina (Cys 12).

- (b) Posiciones 155-168 de la o tubulina y 153-165 de la  tubulina: forman
parte de los elementos de la estructura secundaria definidos como H4 y S5 en la figura

49. Se trata de zonas de interaccion lateral entre dimeros.

88



Discusion

- (¢) Posiciones 214-226 de la o tubulina: se trata de un bucle que existe entre
las hélices H6 y H7, tal como estdn definidas en la figura 49. Como puede observarse

en la figura 51, constituye una zona de interaccién longitudinal entre monémeros.

- (d) Posiciones 241-256 de la 8 tubulina: forman parte del bucle T7 y el
comienzo de la hélice H8 definidos en la figura 49. Esta zona estd en contacto con el
nucledtido y es ademds una regién directamente implicada en el contacto longitudinal

entre mondmeros (fig. 51).

fig. 51- Ampliacién, en el modelo tridimensional propuesto para la tubulina, de la regién de contacto
longitudinal entre monémeros. Coloreadas en azul y sefialadas por una flecha estdn las posiciones 3(241-256) y
0(214-226).

- (e) Posiciones 412-431 de la B tubulina: forman la hélice H12 de la figura 49.
Esta hélice se encuentra tanto en la superficie de la molécula como en la supertficie
externa de los microtibulos, e interviene en la unién con las MAPs y con las proteinas

motoras.

- (f) Posiciones 430-443 de la o tubulina: forman parte del extremo de la hélice
HI12 de la figura 49 y también incluyen los dltimos residuos de la regién carboxi
terminal de la molécula. Estos residuos corresponden a una regién hipervariable de la
secuencia en la que se localizan la mayor parte de las diferencias entre isotipos y entre

especies.
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El reconocimiento de la & y de la B tubulina de E. focardii por parte de estos

anticuerpos demostré que estas secuencias también estdn conservadas en dicho

organismo.

La comparacién de las secuencias frente a las cuales se haiafan sintetizado los
anticuerpos con las secuencias protefcas predichas a partir de la sécuencia génica de la
tubulina del ciliado (Miceli ez al., 1994; Pucciarelli et al., 1997) permitié comprobar
que s6lo hay ligeras diferencias entre ambas, que en todo caso no alteran la funcién de

estas zonas en la formaci6én de los microtibulos.

2.2, VARIACIONES LOCALES DE LA SECUENCIA PRIMARIA DE LA
TUBULINA DE E. focardii ‘

Detrich er al. (1989) y Williams et al. (1985) propusieron ia hipétesis segin la
cual la estabilidad al frio de los microtibulos de los organismos adaptados a las bajas
temperaturas era debida, principalmente, a las propiedades intrinsecas de la tubulina, en

virtud de su secuencia primaria y/o de la presencia de modificaciones postraduccionales

particulares.

La secuencia primaria de la o tubulina de E. focardii estd muy conservada
{Miceli, comunicacién personal) con respecto a la de las especies congenéricas no
adaptadas al frio, y no presenta unas caracterfsticas propias, al contrario de la descrita
por Detrich para los peces antdrticos. En estos ltimos organismos se ha observado que
la o tubulina presenta un mayor porcentaje de aminodcidos bdsicos que en el caso de la
tubulina.de los organismos de ambientes temperados, lo que se traﬁuce €n un menor

nimero de cargas negativas que parece favorecer la dindmica de polimerizacién al frio.

En cambio, el andlisis de las secuencias completas de la B8 tubulina de E. focardii
demuestra que, en este organismo, la secuencia primaria de esta pfoteina s, en algunos
casos, muy divergente respecto de otras formas de B tubulina de especies afines. Si
consideramos que la tubulina es una protefna muy conservada debido a sus complejas
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funciones, la acumulacién de mutaciones no letales en la  tubulina de E. focardii
podria estar determinada por la presion selectiva de un habitat extremo como es el

antartico.

2.2.1. Importancia de las sustituciones aminoacidicas de la tubulina de E. focardii

en la estructura de la proteina

Como se ha expuesto en "Resultados”, algunas de la sustituciones aminoacidicas
especificas de la B tubulina de E. focardii se concentran en las posiciones 52 a 63 de la
secuencia. De acuerdo con los resultados obtenidos por Nogales et al. (1998), esta

regién forma parte del bucle entre la hélice H1 y la S2 (figs. 49 y 52).

fig. 52- Localizacién (coloreado en verde) de las posiciones 8 (52-63) en el modelo tridimensional propuesto
para la tubulina.

Segin estos autores, estas posiciones se localizan en la superficie interna del
microtibulo (fig. 50) y se corresponden con una regién donde habitualmente se
encuentran deleciones e inserciones. Por tanto, no puede considerarse que la presencia
en esta zona de mutaciones en la tubulina de E. focardii pueda tener consecuencias

importantes en la dindmica de los microtdbulos adaptados al frio de este ciliado.
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i
Otra caracteristica de la B tubulina de E. focardii es la presencia de sustituciones
en el dominio carboxi terminal de la proteina. Esta regi6én es particularmente importante
en la interaccién de los microtdbulos con determinadas protefnas (MAPS o proteinas

motoras) a través de las cuales interaccionan, a su vez, con otros componentes celulares.

La estructura tridimensional predicha por Nogales et al. (1998) para el dominio
carboxi terminal es de dos hélices H11 y H12 separadas por un bucle. Estos elementos
intervienen en la interaccién longitudinal entre.rr.lonémeros. Los ﬁlkimos residuos
carboxi terminales han sido eliminados del modelo por tratarse de una regién
hipervariable de la secuencia donde se localizan la mayor parte de las diferencias entre
isotipos y entre especies, como de hecho ocurre en el caso de los &iferentes isotipos de

‘

la B tubulina de E. focardii.

4

La predicci6n de la estructura secundaria de este dominio hipervariable efectuada
por el método PHD (Rost y Sander, 1993; Rost y Sander, 1994) hajl demostrado que las
variaciones aminoacidicas presentes en los genes Bt3 y B4 pueden cambiar la
conformacién del dominio carboxi terminal. Un cambio estructural en esta regién puede
reducir la flexibilidad del conjunto del dominio, 16 que podria determinar un tipo de
interaccién distinta con las MAPs, indispensable para la regulacién de la dindmica de

los microtiibulos adaptados al frio.

Por dltimo, en la secuencia primaria de dos de las isoformajs de la B tubulina de
E. focardii resulta evidente la presencia de posibles sitios de fosforilacién (una
modificacién no muy frecuente en la tubulina) c;nstituidos por una serina en posicion
442 de la Bt3 y dos treoninas en las posiciones 443 y 445 en la Bt4. Estas sustituciones
dan lugar a la formacién de una secuencia conseriso para la fosforilacién por enzimas de
1a familia de la casefna-quinasa (Kennelly y Krebs, 1991), como se ha demostrado en el
caso de uno de los isotipos de la B tubulina de pollo (Diaz-Nido et al., 1990; Rudiger y
Weber, 1993). )

13
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2.3. FUNCION DE LOS ISOTIPOS DE LA B TUBULINA DE E. focardii EN
RELACION CON LA ADAPTACION AL FRiO |

En los ciliados en general, aparece un r’x‘ﬁ'mero reducido de?genes de tubulina gue
codifican protefnas idénticas o muy semejantes éptre s{. Ademds, en este grupo la
presencia de diferentes isotipos parece tener su lorigen en procesos} de duplicacioén
génica, con lo cual los diversos isotipos son més+similares dentro de una misma especie
que entre especies. Por el contrario, en vertebradps los diferentes éenes deoayB

tubulina pueden distribuirse en clases isotipicas comunes de acuerdo con sus funciones
\

o especificidades en los tejidos. ‘
|

La evolucién de las seéuencias de la tubulina en ciliados nglrece estar guiada por
una tendencia a la uniformizacién. Esta caracterfstica, que aparece%también en amebas
como Naegleria (Lai et al., 1988), podria reflejar 1a necesidad de Llna cierta
uniformizacién del pool de tubulina para poder formar estructuras microtubulares tan
estables y extendidas como son los axonemas de los cilios y de loé flagelos. Se trata de
una hipétesis propuesta inicialmente por Little (1985) y Silflow (1991) y discutida mds

recientemente por Gaertig et al. (1993) y Lai et al. (1994).

Por tanto, el ciliado E. focardii constituye una excepcién, en la medida en que,
lejos de mostrar esa misma tendencia a la uniformizacién, presenta cuatro isotipos
diferentes de B tubulina. Para abordar esta cuestién de la diversidad de la B tubulina en
E.focardii, utilizamos métodos inmunocitoquimicos. |

1

Cuando se desea obtener anticuerpos frente a determinadasj regiones de una
proteina, por regla general se recurre a una de estas dos estrategias: o bien se obtienen
anticuerpos monoclonales frente a la protefna para posteriormente mapear sus epitopos,
o bien se procede a la inmunizacién con péptidos quimicamente sintetizados
correspondientes a las secuencias de la proteina. Esta segunda opc:ién es la que elegimos
en nuestro caso. A tal fin, la seleccién de los péptidos adecuados feviste una

importancia crucial. . |
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Para la produccién de los anticuerpos antiisotipos de la B tbulina de E. focardii
se realiz6 previamente un andlisis de accesibilidad de los rcsiduos:al solvente que
permiti6 seleccionar los péptidos m4s adecuados al efecto. También tuvimos en cuenta
el hecho de que la regién carboxiterminal es la regi6n mis divergénte {que en el caso
de este ciliado contiene ademds algunas sustituciones aminoacfdicas dnicas) y estd

considerada como una de las regiones de la tubulina més inmunogénicas.

: Ly
De este modo se seleccionaron y se sinté;tizaron quimicamente cinco péptidos

correspondientes a tres isoformas distintas de la proteina. |
Los sueros obtenidos reaccionaron especificamente con las regiones de la
|
proteina hémologas a los péptidos sintetizados y reconocieron también especificamente

la wbulina y los microtdbulos celulares de E. focardii. @

Por las caracterfsticas de secuencia del péptido elegido, se esperaba que el suero
anti Bt3 fuese muy especifico de esta especie, ya que inclufa alguﬂas de las sustituciones
tinicas descritas en este ciliado, mientras que cabia esperar que loé sueros anti 8t1-2 y
anti Bt4 reaccionaran con una mayor variedad de B tubulina de otros grupos.

La reactividad del suero C8 (anti 8t4) con la tubulina purificada de cerebro
bovino y con los extractos celulares de Paramecium sugiere la existencia de una regién
homéloga conservada en la tubulina de estos orgi_'nismos. En cambio, el suero C5 (anti
Bt1) no reaccioné con ninguna de estas dos muestras, en contra de Io que cabria esperar
por la similitud entre la regién contra la que se dirige y la del isoﬁipo Bt4. Una forma de
explicar este comportamiento tal vez sea que, en E. focardii, el iséﬁpo Btl no se
encuentre modificado postraduccionalmente a nivel de estos quince dltimos
aminodcidos, de modo que la secuencia es reconocida sin ningin 1jJrobIema por el
anticuerpo. Si, como sucede en el caso de la tubulina bovina y de'la de Paramecium,
este dominio presenta alguna modificacién postraduccional (la poliglutamilacién ha sido
descrita en ambos casos), es posible que la antig%nicidad del epl'tc;po varie de tal forma

que el anticuerpo no sea ya capaz de reconocerlo. Sin embargo, la discusi6n de este
€
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- |

fenémeno excede de los objetivos perseguidos por la presente tesis.
' :

\
De los resultados obtenidos en los experimentos de inmunoreconocimiento

llevados a cabo con los anticuerpos especificos dc los tres isotipos: de la B tubulina de
E. focardii, se desprende claramente que los tres se expresan y que forman parte de los

sistemas microtubulares de este organismo. ‘

Los andlisis de inmunoblot e inmunofluorescencia evidencijan que existe al
menos un isotipo de la B tubulina de E. focardii ‘;]ue tiene una locélizacién y
posiblemente una funcién especificas. En efecto, al realizar un inmunoblot el anticuerpo
dirigido contra el isotipo Bt3 réconoce claramente la tubulina de Ios microtibulos
presentes en la fraccién cortical, que seguramente corresponden a los cuerpos basales

(segiin se deduce de los resultados obtenidos con la técnica de inmunofluorescencia

indirecta).
‘

Este resultado resulta particularmente inth'-esante sobre todo si se tiene en cuenta
el hecho de que estas estructuras funcionan, en protozoos, como centros organizadores
de microtibulos (MTOC). Parece l6gico que este isotipo participe de algdn modo en la
formacién de los MTOC y que, por tanto, pueda estar implicado en la nucleacién de los
microtibulos. Esta hip6tesis es coherente con el hecho de que tratémientos para la
despolimerizacién de los microtiibulos como la sonicacién o la adicién de Ca’+ no
parecen afectar al isotipo Bt3. De hecho, como yé se ha comentado en la seccién
"Resultados", este isotipo dnicamente se ha deteotado en el sediménto obtenido de la
centrifugacién de los microtibulos despolimerizé_dos, lo que demuéstra que forma parte

de estructuras muy estables, como se supene que son los cuerpos basales y en general

los MTOC. |

{

1

Otros dos hechos apoyan esta hip6tesis:
a) Se ha observado decoracién con anti Bt3 en células en divisién de E. focardii

en otros dos compartimentos celulares: el microniicleo y el macroniicleo. En ambos
. b
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casos, esta localizacién coincide con la distribucién de otros MTOC ya conocidos que
intervienen en el desarrollo del huso mit6tico micronuclear y de los microtiibulos
implicados en la divisién macronuclear. '

b) Los resultados obtenidos en los experimentos realizados (con el fin de
esclarecer este aspecto del isotipo Bt3 en el marco de una linea de' investigacién
actualmente desarrollada en colgboracién con ¢l laboratorio de la bra. Miceli)
encaminados a analizar la expresion del gen Bt3 después de la des:ciliacién celular, un
proceso reversible y que estimula la nucleacion de microttibulos para la reconstruccién
de los cilios. Los northern blot de m-RNA extrafﬁos de las células de E. focardii antes
de la desciliaci6n, a las 4 y a Ias 25 horas después de la misma pﬁsieron de manifiesto
una expresién diferencial de los genes de la B tubulina: la expresién del Bt3 es mdxima
a las 4 horas después de la desciliacién, cuando se supone que se estimula la nucleacién
de los microtubilos en los MTOC. La expresién del gen Bt1-2 aurlnema gradualmente
tras la desciliacién de las células en las fases previas a la divisién celular.

Por otro lado, para obtener la decoracién con ¢l suero anti Bt3 fue necesario
modificar ligeramente el protocolo inmunocitoquimico empleado éon los sueros frente a
los isotipos 8t1-2 y Bt4. Es posible que la necesidad de estos ajust:es respondiera al
hecho de que la producci6n de los anticuerpos fue diferente respecto de las proteinas
transportadoras utilizadas para inmunizar al animal. Sin embargo, jes mds probable que
se deba a la dificultad de obtener una buena decoracién inherente a los MTOC. Asf
parece desprenderse de los ajustes que han debido introducir en los protocolos estdndar
otros autores para obtener la tincién de estas mismas estructuras céJn anticuerpos anti Y
tubulina en una especie del género Euplotes como es Euplotes octocarinatus (Liang et
al., 1996). ‘

De hecho, la distribucién del isotipo 8t3 detectada por el aﬁticuerpo
antisecuencia es muy similar a la de la y tubulin; descrita en E. octocarinatus por
dichos autores, donde se ha observado en los tres. mismos comparéimentos: el

micronicleo, el macronicleo y los cuerpos basales. Incluso el tipo de decoracién
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obtenida es muy parecida: en el caso del micronicleo, estos autores hacen hincapié en
que la & tubulina no presenta una mayor concentracién en los polos del huso, lo que se
relaciona con la ausencia de un polo ultrastructuralmente diferenciado similar al descrito
en otros organismos. En ambas especies se obtienen también, en ausencia de
microtdbulos detectables en el nucleoplasma, acumulaciones puntuales de tubulina en el
macroniicleo: si bien el macrondcleo de Euplotes se divide amitéticamente, su divisién
implica necesariamente la participacién de microtibulos que se nuclean dentro de la

envoltura nuclear. |

3
|

|
Aunque a titulo de mera hipétesis, estos Tesultados nos permiten considerar

verosimil que este isotipo esté implicado en la interacci6n con el MTOC: més
concretamente, podrfa ser responsable de la interaccién de la ¥ tubulina en el extremo
menos del microtdbulo, a partir del cual se inicia la nucleacién de‘L los microtibulos.
Erickson y Stoffer (1996) han sugerido la presencia en este extremo de una B tubulina
que interacciona en el protofilamento lateralmente con la y tubuliﬁa y verticalmente con

la o tubulina. En E. focardii, esta tubulina podria estar representada por la isoforma Bt3.

El resto de las estructuras microtubulares de E. focardii son copolimeros de los
isotipos Bt1-2 y Bt4, segin los datos que hemos obtenido: el isotipo Bt1-2 estd presente
en todos los microtdbulos de las distintas fracci'or{es celulares de E. focardii, es decir,
los axonemales, citoplasméticos y corticales. La forma Bt4 estd presente, principalmente,
en los microtibulos axonemales (la banda correspondiente a la fraccién axo es muy
patente en los experimentos de western blot, y cirros y membranelas resultan
fuertemente tefiidos en las imégenes obtenidas mediante inmunoﬂt;mrescencia).

Por otro lado, los experimentos de despolimeﬁzacién—repolimerizacién realizados
mediante la incubacién de los extractos celulare's_. a 20°C y 5°C con GTP demostraron
que los microtibulos de este organismo no sélo ':S‘.‘on capaces de pdlimerizar a 5°C, sino
que la polimerizaci6n resulta favorecida a esta temperatura, al menos en lo que respecta
al isotipo Bt1-2, tal y como demuestra la fuerté reaccion de la mu¢stra (sedimento)

obtenida incubando la fraccién de los microtibulos citopldsmicos ja 5°C. Esto puede

1

5 |
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tener dos explicaciones: o bien la 8 tubulina de E. focardii es tan divergente con
respecto a la de otros organismos no antérticos que las sustitucionés aminoacidicas dan
lugar a una estructura tridimensional diferente que es la que facilita la polimerizacién a
5°C, o bien es la presencia de determinadas protgfnas asociadas a los microtibulos la

que induce o favorece la polimerizacién a 5°C. |
| ?

El resultado obtenido con el suero anti Bt4 no fué el esperado en una especie
antértica: en este caso, parece que la polimerizacién de este isotipé se ve favorecida por
temperaturas més altas, ya que el anticuerpo presenta una reaccién més fuerte en el caso
de la muestra obtenida de la polimerizacién a 20°C. A la vista de éstos resultados,
proponemos que al menos una parte de los microtibulos citoplasm;éticos de E. focardii
contienen el isotipo Bt4 modificado postraduccionalmente, que por, esta raz6n no puede
ser reconocido por el anticuerpo antisecuencia obtenido al efecto. De hecho, el
tratamiento de los microtibulos citoplasmdticos de E. focardii con fosfatasa alcalina
incrementa la reacci6én de la muestra con este anticuerpo. Dado que el suero anti 8t4
reconoce especificamente el dominio carboxi terminal de este isotii)o, suponemos que la
fosforilacién es, al menos, una de las referidas modificaciones postraduccionales, e
implica a los residuos treonina 443 o treonina 445 de este isotipo. 1

i
2.4. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LA TUBULINA DE E.

Jocardii

2.4.1, Poliglutamilacién |

En organismos antérticos, se ha comprobado (Detrich et al.?, 1993) la existencia
de poliglutamilacién en el dominio carboxi terminal de uno de los}isotipos de B tubulina
neuronal del pez Notothenia cooriceps neglecta.: La modificacién postraduccional causa
un aumento de la carga negativa de esta regién. Este dominio mod;ula la polimerizacién
de la tubulina in vitro y participa en la unién con diferentes protefnas, aparentemente

gracias a esta carga negativa.

|
Mi4s en general, la poliglutamilacién fue inicialmente descrjita en la « tubulina

1
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(Eddé et al., 1990) y posteriormente en diversos .isotipos de B tubﬁlina de vertebrado
(Eddé er al., 1990; Alexander et al.,1991; Rudiger et al., 1995). T‘ambién se ha
detectado en la & y la B tubulina de ciliados como Paramecium 'y E. aediculatus (Bré et

al., 1994), una especie congenérica de E. focardii que se encuentra en hdbitats

temperados. B ‘
’ I

Nuestros experimentos con GT335, antic.perpo que reconoce la tubulina
poliglutamilada, muestran la presencia de esta modificacién en la tubulina del ciliado
antdrtico. Sin embargo, dado que la & y 1a B tubulina de E. focamfii comigran en el gel
de poliacrilamida, al igual que ocurre en otras esﬁeqies de Euplotes (Delgado y Fleury,
1993), 1a incubacién con el anticuerpo revel$ una linica banda de pn peso molecular
aproximado de 50000 **. No nos fue posible deferminar qué subunidad(es) estaba(n)
implicada(s) en la reaccién. Sin embargo, cuando analizamos las sécuencias del dominio
carboxi terminal de la tubulina de E. focardii observamos que en fos cuatro genes de la
B tubulina el Glu 438, la posicién mds comiin de poliglutamilacién de la 8 tubulina en
todos los organismos, incluidos los protozoos (Bre et al., 1994), habia sido sustituido
por un aspértico. Por el contrario, la posicién de poliglutamilacién de la o tubulina

estaba conservada, lo que nos da pie para pensar que, en nuestra especie, la

poliglutamilacién tiene lugar en la subunidad o.

1

Esta conclusién ha resultado recientemente confirmada conj una técnica diseilada
para poder separar las dos subunidades de la tubulina de E. focardii, modificando la
metodologfa cldsica de la electroforesis (Laemli, 1970). En concreto se preparé un gel
de poliacrilamida con un tampén con un pH més 4cido que el nor{nalmente utilizado
segiin Laemli. Asimismo, para conseguir una mayor separacién en}re ambas subunidades
se incubé el extracto citoesquelético con iodoacetamida, un agente alquilante que
reacciona con los residuos laterales de la protefné. Este anélisis rexirelé una o tubulina
con una movilidad electroforética mayor que la de la 3. Al utiliza{ el anticuerpo GT335
en geles SDS en estas condiciones particulares, reconocié la o tuBulina de E. focardii,
pero no la B tubulina. Posteriormente, €stos mismos autores describieron una

distribucién de la poliglutamilacién limitada a una sola fraccién dé: la o tubulina
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(constituida por dos de las siete isoformas encontradas) (Pucciarelli et al., 1997).

El anticuerpo GT335 también ha sido utilizado con éxito en un estudio que tenfa
por objeto localizar, mediante inmunofluorescencia, los microtdbulos que contienen
tubulina poliglutamilada en ciliados (Bre et al., 1994). Por ello, empleamos este
anticuerpo para analizar si la poliglutamilaci6n estd distribuida uniformemente o, por el
contrario, es caracteristica de alguno de los numerosos sistemas microtubulmes

presentes en este Microorganismo.

*

Como puede comprobarse, nuestra propuesta de distribucion celular de los
microtiibulos poliglutamilados en E. focardii difiere de la formulac;la en el trabajo de
Pucciarelli et al. (1997), en particular por lo que res.pecta a la observacién de la red
microtubular superficial omitida por los mencionados autores. Con todo, esta diferencia
parece tener su origen principalmente en las distintas condiciones de fijacién y
permeabilizacién en las que se elaboraron las preparaciones. En funcién de dichas
condiciones, pueden verse alterados los puntos d"é unién de los anticuerpos, la
accesibilidad de los mismos o incluso las propias estructuras celulares. Cualquiera de
estas anomalfas podria explicar la falta de reactividad, consignada por dichos autores, de
la red microtubular superficial de este ciliado. Por lo demds, esta estructura ha sido
observada tanto en esta especie (Arregui et al., ‘%’_994) como en otras especies del mismo
género (Fleury, 1991) con idénticos anticuerpos anti & y B tubulinja a los utilizados por

dichos autores.

Nuestros resultados no s6lo confirman la presencia abundante de microtdbulos
poliglutamilados en esta red, sino que ademds ponen de maniﬁestc; su estabilidad
durante todo el ciclo celular de E. focardii. Este hecho ha sido tanilbién observado en
otro hipotrico estudiado con GT335, Paraurostyla weissei, en el cxj;al la glutamilacién de
estos microtibulos ha sido interpretada como un "marcaje bioguimico asociado a los
mecanismos de transmisién de estructuras” (Bre et al., 1994). ‘

| |
Se ha probado, asimismo, que la red de microtibulos citop}asméﬁcos de E.
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focardii no resulta tefiida con el anticuerpo GT335, al contrario de% lo que ocurre en el
caso del ciliado Paramecium (Bre et al., 1994). As{ pues, podemos considerar, en
definitiva, que es poco probable que la poliglutamilacitn juegue pjapel alguno en la
adaptacién al frio de los microtibulos, ya que en ese caso tal proﬁiedad deberia estar
presente en todas las poblaciones microtubulares de esta especie ahtﬁrtica. De hecho,
recientemente se ha sugerido que esta modificacién postraduccionﬁl puede jugar un
papel importante, semejante al de la poliglicilacién, en la movilidad de los flagelos,

favoreciendo la interaccién de la regién carboxi terminal de la o tﬁbulina y las MAPs

(Gagnon et al., 1996). ’

2.4.2. Acetilacion _

Como la ¢ tubulina de E. focardii presentaba una estructura primziria muy
conservada respecto de otras especies del mismo género no adaptadas al frio,
consideramos que serfa interesante analizar otras modificaciones pbstraduccionales
(acetilaci6n y tirosilacién) descritas en esta subunidad, que podria :intervenir en la
constitucién de los microtibulos estables al frio gracias, precisaménte, a la presencia de

. . !
dichas variaciones postraduccionales.

Efectivamente, la acetilacién es una modificacién postraduccional presente en la
wbulina de E. focardii; es méis, muchos de los microtibulos que ejn E. focardii estdn
glutamilados aparecen también acetilados, como sucede con los micron‘lbulos
axonemales, los microtibulos originados a partir de los cuerpos bésales o los asociados

con el sistema de la vacuola contrictil.

No obstante, en E. focardii existen estrucuiras microtubulares que estdn
exclusivamente acetiladas: en particular, las pertenementes a la red superficial
transversal y una poblacién de microtGbulos locahzados bajo las membranelas orales de

|
este ciliado. |

Esta modificacién postraduccional se ha relacionado frecuentemente con las

poblaciones de microtibulos consideradas establgs, con un "turn over" bajo y con
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microtdbulos estables al frio (véase la revisién de Wallin y Stromberg, 1995). Sin
embargo, la evidencia experimental indica que esta modificacién 1{0 puede ser la causa
de la estabilidad, pues es posterior a la estabilizacién (Bulinski y Gundersen, 1991).
Experimentos de polimerizacién in vitro de la tu'bulina de peces adaplados al frio han
mostrado que los microtibulos de estos organismos mantienen la capacidad de
polimerizacién a 4°C independientemente de la cantidad de tubuliﬂa acetilada que
contengan (Wallin y Stromberg, 1995). En el caso de otro ciliado,:Tetrahymena, se ha
demostrado recientemente que, E:n ausencia de acetilacién, todas las poblaciones de

microtdbulos, incluso aquellas estables al frio, permanecen inalteradas (Gaertig et al.,

1995).

1
I

En cuanto a la rnorfogénesis, nuestro resultados coinciden con los obtenidos en
otros protistas como Paramecium (Bré et al., 19é4) y Trichomonas {Delgado-Viscogliosi
et al., 1996), de acuerdo con los cuales la acetilacién y la glutamiiacién se producen
poco después del ensamblaje de los microtdbulos.
2,43, Tirosilacién o )
La ausencia de reaccién de los extractos ciitoesqueléticos df% E. focardii cuando

se usaron los anticuerpos especificos indica que la o tubulina de ET‘ focardii no estd

tirosilada.

La presencia de tubulina tirosilada parece servir de indicador de los microtdbulos
de reciente ensamblaje (Sherwin et al., 1987). Sin embargo, tampoco hemos podido
detectar ninguna reaccién cuando usamos los anticuerpos durante €l proceso de division
de este ciliado, lo que sugiere que todos los microtdbulos de E. foéardii estdn

constituidos por o tubulina detirosilada. |
1

|
La secuencia completa de la o tubulina de este ciliado antdrtico ha sido obtenida
muy recientemente (Miceli, comunicacién personal), habiéndose confirmado la ausencia
de tirosina carboxi terminal. Lo cierto es que la detirosilacién de la o tubulina parece

ser un fenémeno general en ciliados, si bien con algunas excepciones, como por
|
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ejemplo en Tetrahymena. Sin embargo, aunque este aminodcido estd presente en este
dltimo género los estudios biogufmicos no han revelado ninguna actividad de la tirosina
ligasa (Preston et al., 1979; Raybin y Flavin, 1977). La tirosilacién de la o tubulina se
ha descrito también, mediante experimentos de'inmunoﬂuorescenq‘ia, en una especie de
Euplotes (Olins et al., 1989), Euplotes euryston;&s. Por el contraﬂb, estudios de
secuenciacion en otras especies del género (Eup'lotes octocarinatu.f, Liang et al., 1994)

han demostrado que carecen de este aminodcido terminal.

Por tanto, los resultados obtenidos en‘eSt‘é trabajo vienen aj sustentar las
conclusiones ya alcanzadas por Dupuis y Williams (1996) como un hecho general para
los ciliados: el ciclo Tyr/Gly no tiene un significado fisiolégico universal para las
propiedades dindmicas de los .microu’]bulos (incluidos aquellos estables al frio), o al
menos no participa en la morfogénesis de las estructuras microtubulares altamente
elaboradas que caracterizan a los ciliados™*. '- |

2.4.4. Existencia de modificaciones postraduccionales en una especie temperada de

Euplotes (E. vannus) |

Los resultados obtenidos de la comparacién de las variaciohes postraduccionales
presentes en la o tubulina de E. focardii con las de la especie temperada E. vannus,
igualmente analizadas mediante experimentos de inmunofluorescencia, indican la
presencia de acetilacién y poliglutamilacién con yna distribucién similar de las

poblaciones microtubulares modificadas, asf como la ausencia de tubulina tirosilada en

ambas especies.

Estos datos parecen indicar que la acetilacién y la poliglutﬂmilacién no estin
relacionadas con mecanismos de adaptacién al frio de los microtibulos, estando
seguramente mds bien implicadas en el mantenimiento de la estabilidad de estructuras
microtubulares relacionadas en ambas especies (temperada y antérﬁca) con funciones de
importancia vital como son la determinacién de la forma celular, la alimentacion, la

locomocién o la.regulacién osmética. i
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Esto nos lleva a concluir que el citoesqueleto microtubular de E. focardii se ha
adaptado a las condiciones ambientales extremas en las que debe de sobrevivir a través
de otros mecanismos: una vez excluidas las diferencias estructurales en la cadena B
(véase el apartado 2.1 de esta Seccién), dos posibles alternativas éon la presencia de
otras modificaciones posttraducionales inusuales y/o desconocidas; o la presencia de
MAPS que atin no han sido estudiadas en esta especie. |

!
2.4.5. Fosforilacion
‘ Recientemente se ha descrito (Pucciarelli et al., 1997) una modificacién
postraduccional inusual en la subunidad B de E focardii: 1a fosforilacion. Para
demostrar su existencia, estos autores ensayaronﬁ‘anticuerpos antifosfoserina y
antifosfotreonina sobre extractos celulares complé‘tos de E. focardii, evidenciando
mediante western blot la banda que anteriorment'e habia sido reconocida por un

K

anticuerpo anti 8 tubulina.

La fosforilacién es una modificacién postraduccional que ya ha sido descrita en
otros casos en determinadas células: en particular, es tipica de pequefias poblaciones de
microtibulos estables al frio del cerebro de vertebrados (Diaz-Nido et al., 1990;
Alexander et al., 1991) y de la banda marginal del eritrocito de pdllo (Rudiger y Weber,
1991). Ademds, se ha sugerido la posibilidad de fosforilacién en la B tubulina del pez
Notothenia cooriceps neglecta, Gnico orgaﬁismo‘ antértico, ademés del E. focardii, del
que se conoce la secuencia de la B tubulina. ‘

’

Todas estas consideraciones, asf como el hecho de que la fosforilacién esté
ampliamente distribuida en 1a B tubulina de E. focardii, sugirieron a Pucciarelli et al.

(1997) que esta modificacién postraduccional podfa tener un cierto papel en la

Pt
¥

adaptacién al frio de los microtibulos.

Estos autores avanzaron la hip6tesis de qie las isoformas de 8 tubulina que
reconocfan los anticuerpos antifosfoserina y antifosfotreonina fueran producto de los

genes Bt3 y Bt4, ya que en ambos casos existfan posiciones potenciales de fosforilacién
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en la secuencia primaria de la regién carboxi terminal. Sin embargo, tampoco pudieron
excluir la posibilidad de que los productos de los genes Btl y Bt2 estuviesen fosforilados
en una posicién no localizada en la regién carboxi terminal, como sucede por ejemplo
en una pequefia fraccién de la tubulina de los cilios de Tetrahymena (Hirano-Ohinishi y.
Watanabe, 1989), en la cual la 8 tubulina de este organismo no presenta ninguna

posicién particular de fosforilacién en la regién carboxi terminal (Gaertig et al., 1993).

Nuestros resultados nos permiten plantear la posibilidad de dos subpoblaciones

de la tubulina producto del gen Bt4:

+

- Una poblacién de microtibulos axonemales, no fosforilados, como lo
demuestra la fuerte reaccién de los anticuerpos especificos de secuencia obtenidos por
nosotros con la fraccién axo en western blot y d¢ cirros y membranelas en experimentos

de inmunofluorescencia. En esta subpoblacién la polimerizacién tiene lugar tanto a 20°C

como a 5°C.

- Una poblacién de microtibulos citoplasméticos constituida por microtibulos
fosforilados estables al frio, lo que explicaria la a;usencia de la banda correspondiente a
la fraccién citoplasmética a 5°C utilizando nuestros anticuerpos antisecuencia y su
deteccién empleando anticuerpos antifosfotreonina. A 20°C estos microtiibulos si serfan
detectados por el mismo anticuerpo pues a dicha temperatura puede tener lugar la

accion de las fosfatasas.

La fosforilacién podria determinar un cambio conformacional en la regién
carboxi terminal de la B tubulina que contribuirfa a la estabilidad al frio ya que esta
regi6n es esencial para la regulacién de la dinimica de la polimerizacion (Mandelkow y

Mandelkow, 1994).
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CONCLUSIONES

L. Los sistemas citoesqueléticos microtubulares del ciliado antdrtico E. focardii

presentan una organizacién semejante a la de especies mesofilas, si bien existe una

mayor complejidad estructural, especialmente en el 4rea oral.

2. Los epitopos de & y 8 tubulina de importancia funcional p%lra la formaci6én de los
microtibulos, asi como para la interaccién con otras proteinas se conservan en
especies adaptadas al frio. ‘

3. La secuencia primaria de la f tubulina de E. focardii es muy divergente con
respecto a otros organismos del mismo género no adaptados al frio. Las
sustituciones especificas de la B tubulina de E. focardii sQ localizan en la regién
amino terminal de la proteina entre las poéiciones 52 y 63 de la secuencia y en el

dominio carboxi terminal.

4, E. focadii conmstituye una excepcién a la tendencia general en ciliados de
uniformizaci6n del pool de la tubulina ya que presenta cuatro isotipos diferentes de

B tubulina. :

5. Los cuatro isotipos de la B tubulina de E. focardii se expresan y forman parte de
los sistemas microtubulares de este organismo. Los microtibulos de este organismo

estan formados principalmente por los isotipos 8t1-2 y Bt4.§

6. El isotipo t3 parece tener una localizacién y una funcién especificas, relacionada
con los centros organizadores de microtibulos, y probablemente con la gamma

tubulina. J

|
7. La o tubulina de este ciliado es heterogénea debido a la presencia de diferentes
modificaciones postraduccionales: acetilacién, detirosilacién y poliglutamilacién.
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1

La 8 tubulina de E. focardii presenta una modificacién posFraduccionaI inusual en
esta subunidad: la fosforilacién. Esta modificacidn estd préseme en el isotipo B4
aunque no podemos excluir la posibilidad de que los otros isotipos estén
tosforilados. |

|

E. focardii se ha mostrado como un modelo biol6gico eficaz en la comprension de

los mecanismos de adaptacidn al frio de los sistemas microtubulares.
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