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Introducción

La polimerizaciónde tubulina en microtúbulospresentados fases: una fase de

retraso,en la queseformael fragmentoinicial del microtúbulo, y una fasemásrápidade

elongación.Los microtúbulospolimerizadosno son en realidadestructurasestáticas,sino

queseencuentranenestadoestacionariocreciendoy decreciendoestocásticamente.En esta

situación,conocida como “inestabilidad dinámica”, se consumecontinuamenteenergía

suministradapor la hidrólisis del GTP de las subunidadesque se van adicionandoal

microtúbulo. Los microtúbulos alternan entre fases de crecimiento lento y de

despolimerizaciónrápida(o “catástrofe”). Los;nlicrotúbulosen fasede catástrofepueden

volver a la fase de crecimientoen un procesodéhominadode ‘rescate”.La frecuenciade

alternanciaentreestasdos fasesesdiferenteen ambosextremosdel microtúbulo,siendo

la tasanetade elongaciónmayoren el extremo(+).

Los microtúbulos están asociadoscon proteínasaccesorias,como las MAPs

(proteínasasociadasa los microtúbulos),que al parecerregulansu ensamblajee influyen

sobrelas interaccionesde los mismoscon otroscomponentesde lacélula.Pertenecenaesta

clasede proteínastanto proteínasmotoras(la quinesinao la dineina, porejemplo), como

proteínasestructurales(MAPLA y B, MAP2, tau). La estabilidadde los microtúbulos

tambien puedeverse influida por la presenciade iones como el CC o el Mgt que

estimulan respectivamentela despolimerizacióny la polimerización. Por su papel

fundamentalen la formacióndel husomitótico, los microtúbulossonademásel blancode

numerosasdrogasantimitóticas.Se conocenun elevadonúmerode drogasque inhiben la

polimerizacióny provocanla despolimerizaciónde los microtúbulos,como la colchicina

o la vinblastina;otras,comoel taxol, inhiben la despolimerizaciónde los microtúbulos.

Uno de los factoresdeterminantespara la estabilidadde los microtúbuloses la

temperatura. Los microtúbulos de los mamíferos homeotermos despolimerizan a

temperaturaspordebajode los 200C.Sin embargo,existenorganismospsicrófllosqueestán

perfectamenteadaptadosa las bajas temperaturasy esto implica que la población

microtubulardebemantenersuestabilidaden estascondicionesde bajatemperatura.
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IntroduccIón

2. ESTABILIDAD DE LOS MICROTÚBULOS A BAJAS TEMPERATURAS

La investigaciónsobrela estabilidadde la tubulina a bajastemperaturasse inició

en ciertaspoblacionesde microtúbuloscitoplásmicosde células de mamíferoque son

resistentesa ladespolimerizacióna temperaturascercanasalos 00<2.Brinkley y Cartwright

(1975)y Salniony Begg (1980)mostraronque lós microtúbulosdel cinetocoroencélulas

en división no despolimerizabana bajas temperaturas,mientras que si lo hacenlos

microtúbulosinterfásicos.Joneset al. (1980),en un estudioal microscopioelectrónicoen

neuronasde rata,encontraronnumerososmicrotúbulosintactosdespuesde incubarel tejido

durantelb a 00C. Webb y Wilson (1980)y Margolis y colaboradores(Job e: aL.1981.

1982; Margolis y Rauch,1981; Pirollet a aL, 1.983)han realizadocomparacionesentre

poblacionesde sistemasmicrotubularesaisladasde cerebrode ratay de oveja,unaslábiles

y otras establesal frío. Según estos autores, la estabilidadde estas fracciones de

microtúbulos establesen frío, aisladas de mamíferos, se debe a la presencia de

determinadasproteínasde bajo pesomolecularasociadasa los microtúbulos.

Sin embargo,la mayorpartede nuestroconocimientosobrela adaptabilidadal frío

de los microtúbulosprovienede estudiosllevadosa cabosobrelas tubulinasde pecesde

aguasfrías, organismoscuya temperaturainterna difiere enormementede la de los

mamíferos(entre-2~C y +20<2).

2.1. DINÁMICA DE LOS MICROTÚBULOS A BAJAS TEMPERATURAS

Se han aisladomicrotúbulosdel bacalaoatlántico (Gadus morhua) y de diversos

peces antárticos (principalmente de Notothenia coriiceps neglecra y Notoihenia

gibberifrons) (Williams y Coneja,1985; Detrichy Overton, 1986, 1988; Detrichy Parker,

1987, 1993). De los estudios realizadossobre el ensamblajein vía-o de la tubulina

purificadade estospeces,sepuedenextraerlas siguientesconclusiones:la capacidadpara

ensamblaren frío seencuentraen la propiamoléculade la tubulina ya que no requiere

5



Introducción

proteínasasociadaspara ello; la concentracióncrítica de ensamblajede las tubulinasde

estos peces a 00<2 es similar a la de las tubulinas de mamíferosa 370<2, si bien a

temperaturassuprafisiológicas(>00<2)laconcentracióncríticadisminuyeparaelensamblaje

de las tubulinasde pecesantárticos;al igual que los microtúbulosde sereshomeotermos,

en caliente, los microtúbulos de peces antárticosa bajas temperaturasiii vitro son

estructurasdinámicas,compatiblescon fenómenosde flujo de subunidadesde tubulinae

inestabilidaddinámica(Himes y Detrich, 1989; Detrich et al., 1989).

Lastubulinasde pecesantárticossedesdoblanporelectroforesisen lasdosbandas,

de a y 13 tubulina, con semejantemovilidad que las de mamíferos. Las principales

diferenciassecentrana nivel de la subunidada. Utilizandotécnicasde isoelectroenfoque

y electroforesisbidimensionalse observanbandasque no aparecenen las tubulinas de

animalesde sangrecaliente;destacala presenciade isoformasde la a tubulinacon mayor

caracterbásico(con mayorproporciónde aminoácidosbásicos).DetrichetaL (1986. 1987)

sugierenalmenosdosmecanismosmolecularesparaobtenermicrotúbulosestablesal frío:

un mayorcaracterbásicode la a tubulina y la presenciade interaccioneshidrofóbicas.

Por otro lado, los estudiosrealizadoscon tubulina purificada de huevosde las

mismasespeciesde pecesantárticoshan demostradoque la capacidadde ensamblajede

estatubulinaesmayorquela de la tubulinadel cerebro(Detrich e: aL, 1992): de hechola

concentracióncrítica parala tubulinade los huevoseraextremadamentebaja,0,057 mg/ml

a 30<2, frentea un 0,87 mg/ml de la tubulina del cerebro.Estos resultadosparecenapoyar

la “hipótesis de la multitubulina” (Fulton y Simpson, 1976) segúnla cual, los distintos

isotipos de la tubulina difieren en sus propiedadesde ensamblaje:se propuso que la

tubulina de los huevosseensamblabamáseficientementea causade una disminuciónen

la repulsiónentrecargas,debido a que estatubulina es menos ácida respectoa la del

cerebro.Sin embargo,la secuenciade esteisotipo de tubulina aún no seconoce.
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Introducción

2.2. ISOTIPOS DE a Y B TUBULINA

Los isotipos múltiples de a y fi tubulinacodificadospor diferentesgenes,están

ampliamentedistribuidos entre los eucariotas(aparecenen muchos animales, plantas,

hongos y protistas). Las diferencias entre los productos de expresión se localizan,

principalmente,en los últimos 15 aminoácidosdel extremocarboxi terminaly. en menor

medida, en la región amino terminal, entrelas p~siciones25 y 60.

Suestructura,distribucióny funciónhansido revisadasenvariasocasiones(<2owan

y Dudley, 1983; Clevelandy Sullivan, 1985; Cleveland,1987; Sullivan, 1988; Little y

Seehaus,1988; Joshiy Cleveland,1990; Luduefla, 1993; Gaertige: aL, 1993; RaU’, 1994;

Luduefla, 1998).

Existe unaenormevariabilidadentreisotipos.A veces,dos isotipos en el mismo

organismopuedendiferir entreellossóloen unaposición,comoes el casode la a tubulina

de los flageladosfotosintéticosPolyiomellay Volvox. En el otro extremo, los dos isotipos

13 de la amebaReticulomyxadifieren en un 41%. Algunos organismostienen una única

forma de a pero másde una fonnade fi; en otros seproduceel fenómenoa la inversa.El

númerode isotipostambiénesvariable,los mamíferosparecentenerseis formasde a y

sietede 13, mientrasquela plantaArabidopsistiene seis de a y nueve de fi.

2.2.1. Significadofuncional

Se han descritotres posiblesmodelosparaexplicarel significado funcional de la

existenciade isotiposdistintos de la tubulina(Luduefia, 1998).

El modelo 1 consideraque los isotiposno tienenun significadofuncional. Podría

aplicarsea aquellosisotipos que difieren en sólo una o dos posicionesde maneraque,

parecedifícil que diferenciastan mínimaspuedantenerun significadofuncional.
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Introducción

Un segundomodelo propone que los isotipos podrían no tener una función

específicaper se, pero su presenciapuedeincrementarla capacidadde respuestade los

organismosalos cambiosambientales.Segúnestemodelo, la existenciade variosisotipos

diferentessupondríauna ventaja adaptativa,sin que esto supongauna diferenciación

funcional.

La terceraposibilidadseríala de que distintosisotipospodríanrealizarfunciones

diferentes.Es decir, los isotipos difieren en ciertaspropiedadesque puedenmodular su

comportamientoy, por lo tanto, su función.

A. Isotipossin significado funcional <modelo 1)

Todoslos isotipos fi demamíferos,incluyendoel JAVI muy divergente,forman tanto

la red interfásicacomo el huso mitótico; de forma que no parecenexistir diferencias

funcionalesinherentesalos distintosisotipos.

En el hongoAspergillus los isotiposson expresadosdiferencialmenteen las fases

del ciclo celular (crecimiento, esporulación).Sin embargo,en todos los casos las

deficienciasen cualquierade las distintas isoformas,son compensadascon una mayor

expresiónde las otras.

B. Isotiposquesonadaptativosperoqueno realizanfuncionesespecíficas(modelo2)

Un ejemplo de estemodelo se produceen el vegetalÁrabidopsis.que tiene seis

genesparala a tubulina y nueveparala fi. La trhnscripciónde algunosde los genes13 es

dependientede la temperatura.A bajastemperatdtas,disminuyela transcripciónde TUB2,

TLJIA3, TUBá y TUBS y la de TUB9 aumenta.TUIA9 parecesermásestableal frío. Por lo

tanto,enArabídopsislaexpresióndiferencialesun mecanismode adaptaciónalos cambios

ambientales(Chu e:aL, 1993).Joshie: aL (1987) tambiénobservaronquela presenciade

BVI conferlacierta estabilidadal frío a los microtúbulos.

8



Introducción

El mismo modelo se aplicaclaramentea los nematodos.En cepassalvajesdel

nematodoHaemonchuscontortusexistenvarios isotiposde 13 tubulina, mientrasque en

cepasresistentesal benzimidazolsolo hay uno. Esto implica que la presenciade cienos

isotiposayudaa mediar la resistenciafrentea factoresambientalesadversos.

En líneascelularestumoraleshumanashay un incrementoen la expresiónde 8111

y JAIVa cuandolas célulasse hacenresistentesa la estramustina.El incrementode ¡III es

mucho menor. El taxol tambien altera la expresiónde los isotipos ¡3 de otras líneas

celulares.

En definitiva, la expresióndiferencialde los isotiposde tubulinapuedecontribuir

a desarrollarresistenciafrentea las drogasantitubulinaencélulastumorales,de la misma

maneraque, diferenciasen la expresiónde isotipos, ayuda a nematodosy vegetalesa

adaptarsea condicionesambientalesadversas.

C.Isotipos con funciones especializadas(modelo3)

En célulasPC-12 de rataseexpresancinco isotipos 13 (81-13V) pero seincorporan

preferencialmente81, 811 y 81V en sus microtúbulos. De hecho,se ha descritoque 13111

aparece en estas células en forma globular y no parece estar incorporado en los

microtúbulos.Por otra parte,célulasde la traqueay de retina bovina queexpresan¡311 y

81V, presentansólo 81V en sus microtúbulosaxQnemales.

En Drosophila se han descritocuatro genesque codifican para la ¡3 tubulina,

definiendoseel patrón de expresiónde tres de ellos. Uno de los isotipos (82) parece

expresarseespecíficamenteen células germinales, mientras que los otros dos están

implicadosen la formación del citoesqueletoen el resto de las células, siendo el 83 la

forma más divergente,y con una función másespecíficaque el 131.

9



Introducción

2.3. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LA TUBULINA

La heterogeneidadde la tubulinano essólo debidaa la presenciade isotipossino

que también pueden aparecer múltiples formas de tubulina por modificaciones

postraduccionalesque tienen lugaren el productó:primario del gen.

Se handescritomodificacionespost-traduccionalesen tubulinasaisladasde peces

de aguas frías. En concreto,estudios inmunológicoshan detectadoun alto grado de

acetilacióny un predominio de la forma detirosiladaen tubulina aisladadel cerebrodel

bacalaoatlántico(Gadusmorhua),lo cualseharelacionadocon la característicaestabilidad

de sus microtúbulos(Bilíger et aL, 1991).Los microtúbulosde otrastresespeciesde peces

de aguasfrías (Zoarcesviviparus,Labrusbergyl:ay Oncorhynchusmykiss)tambiénsehan

encontradoacetiladosy detirosilados(Modig a al., 1994).

2.3.1. Acetilación

La acetilaciónde la a tubulinaseproduceespecíficamentesobreel grupoE amino

de la Lys 40. Estamodificación tiene el efecto de neutralizarla cargapositiva de este

grupo y se ha observadotambiénen las a tubulinasde diversosorganismos:vertebrados,

insectos,equinodermos,nematodos,plantas y los protistas Physarum, Trypanosoma,

Chlamydonzonas,Trichomonasy otros (Ludueña,1998). Los microtúbulosquepresentan

tubulinaconla Lys modificadasonmásestablesen presenciade drogasantitubulina(Geyp

etaL, 1996).La acetilaciónesparticularmentenotableen los microtúbulosaxonemales,que

son generalmenteestructurasmuy estables,aunqueotras poblacionesde microtúbulos

tambiéncontienentubulina acetilada(Luduefla, 1998).Se hacaracterizadouna a tubulina

acetil transferasay una tubulina deacetilasa.La acetilaciónpareceocurrir en la tubulina

despuésde queéstaesincorporadaen los microtúbulos(Ilschernery Brandt,1996).Aparte

de incrementarla estabilidadde los microtúbulos,la función precisade la acetilaciónno

es aúnconocida.

10



Introducción

2.3.2. Tirosilación, detirosilación y tubulina no tirosilable

La a tubulinaessusceptiblede entraren un ciclo de eliminacióny de readicióndel

residuo de tirosina ensu extremocarboxilo terminal. Esteciclo seproducetanto en los

isotiposde a tubulinaquepresentanunatirosinaenestaposiciónterminalcomoen los que

carecende ella.

La detirosilaciónsedebea la acciónde una tubulina carboxipeptidasaespecífica.

La enzimaactúatanto sobrela forma polimerizadacomosobreel el heterodimero,si bien

es doso tres vecesmás activasobrela primera.

La readicióndelgrupotirosilo esrealizadXporunatubulinatirosina ligasaqueactúa

preferentementesobrela cc-tubulinasoluble,y requiereAl?.

Esta modificación está presenteen la tubulina de varios vertebrados,gambasy

tripanosomas(Luduefla, 1998).

La tubulina tirosiladay no tirosiladaforma,a menudo,poblacionesde microtúbulos

con diferentesfuncionesen la mismacélula. La, wbulina tirosilada es común en la red

interfásicay en el husomitótico, mientrasquela tubulinano tirosiladaapareceen algunos

microtúbulosinterfásicos(Gundersenet aL, 1984) y en elementoscitoesqueléticoscomo

cilios, flagelos,centriolos y bandasmarginales(Gunderseny Bulinski, 1986; Sherwinet

aL, 1987).Losmicrotúbulosdetirosiladosconstituyenin vivo,aparentemente,unapoblación

másestable.

* Tubulina no tirosilable

Hayuna forma de a tubulinamodificada postraduccionalmenteen la cual se han

eliminadolosdosúltimos residuos(Glu45OyTyr451). Estaforma de tubulina,denominada

tubulina A2, no essustratopara la tubulina tirosina ligasa por lo que esta población no

entraríaen ciclo de tirosilación-detirosilación(Barra e: aL, 1980; Parturle-Lafanechereet

11
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aL, 1994).

En vertebrados,estamodificación es particularmentefrecuenteen la tubulina

cerebral. Su distribución en neuronases distinta de aquellade la tubulina detirosilada

(Paturle-Lafanecheret aL 1994). Tambiénsehan descritopoblacionesno tirosilablesen

cilios y flagelosde erizo(Mar>’ et aL, 1996).Los microtúbulosquecontienentubulinaA2

sepiensaque son muy estables.

Por el momentose desconocenlos mecanismosenzimaticosimplicadosen esta

modificación postraduccional.

2.3.3. Otras modificaciones postraduccionales de la tubulina

A. Fosforilación

La fosforilaciónde la ¡3 tubulinaseobservó,por primeravez, en el cerebrode rata

(Eipper, 1972) en un isotipo que fud identificado, mástarde, como 6111 (Luduefla et aL,

1988; Diaz-Nido et aL, 1990). Eipper localizó el sitio de la fosforilación in vivo en la

región carboxi terminal, pero puntualizóque la fosforilación in vitro era de muy baja

actividadespecíficay que éstapodríatener lugaren varios sitios de la tubulina (Eipper,

1974a,b).

Seha identificadocon precisiónla 5er444como punto preferentede fosforilación,

y en menormedidala Tyr437 en el isotipo 13111 (Diaz-Nido e: aL. 1990; Alexanderet aL,

1991),aunqueaún no estáclarocualesson las enzimasquellevan a cabola fosforilación

¡ti vivo.

La función de la fosforilación tampocoestáclara; pareceque la eliminación del

fosfato inhibeel ensamblajede microtúbulosinducido por MAPs, sin embargo,no afecta

al ensamblajede la tubulinapuraen glicerol: el fosfato puede,pués,mediarla interacción

con las MAPs (Khan y Luduefla, 1996).

12
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Posteriormentese ha descrito la fosforilación en tubulinas de organismostan

diferentescomo:el isotipo¡NI de la tubulinadel eritrocitode pavo(en la Ser44l;Rudiger

y Weber, 1993),la tubulina de la lombriz del tabaco(Songet aL, 1994), la tubulinade la

zanahoria(Koontz y Choi, 1993),la a tubulinade linfocitos B humanosactivos(Petersa

aL, 1996),la tubulinade los axonemasdel espermadel erizo de mar (Stephens,1975) o

la del protista Chlamydomonas(Pipernoy Luck,• 1976).

B. Poliglutamilación

Esta modificación consisteen la incorporación postraduccionalde hasta siete

residuosde glutamatoen la regióncarboxi terminalde ambassubunidadesde la tubulina,

la a y la ¡3 (Eddéet aL, 1990).

Se ha descritoen la a tubulinaneuronal,en la cual esmuy común (Eddéa aL,

1990; Alexander e: aL, 1991; Rudigera aL, 1995). En mamíferos, las cadenasde

poliglutamatoson añadidasal grupoy carboxilo del residuoGlu445 en la al y a2, del

Glu44l en el Rl, del 01u435en el BR, del Glu438 en el Bu y del Glu440en el BIVa

(Eddéa aL, 1990;Alexandera aL, 1991;RudigeretaL, 1992;Redekeret aL, 1992;Mar>’

e: aL, 1994en Ludueña,1998).

La poliglutamilaciónesreversible:de los seisglutamatosnormalmenteañadidosen

la tubulinadel cerebro,los tresúltimos sonrápidamenteeliminados,mientrasque los tres

primerosson más estables.Es probableque exista más de una enzimaimplicada en la

deglutaniilación,por lo que el ciclo de glutamilación y deglutamilaciónpodríaser muy

complejo(Audeberte: aL, 1993).

La función de la poliglutamilaciónno estáclara, pero obviamenteel resultadoes

la adiciónde un númerograndede cargasnegativasa unaregión yafuertementeácida.Hay

evidenciasde que la poliglutamilaciónfavorecela unión dekinesinaala tubulina(Larcher

et aL, 1996). El grado de poliglutamilacióninfluye tambiénsobrela unión de tau tanto a

13
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la acomoa 13 tubulina de ratón(Bouchere: aL, 1994).Por último, seha sugerido,quela

poliglutamilaciónjuegaun papelen la movilidadflagelar;estahibótesisestáapoyadapor

la observaciónde que un anticuerpoobtenido frentea la tubulina~poliglutamiladapuede

disminuir la amplitudde la ondaflagelar,aunqueno afectaa sufrecuencia(Gagnone:aL,

1996).

La poliglutamilaciónde la tubulina es ix&lependendientede otrasmodificaciones

postraduccionales.La a tubulina puedeentrar en el ciclo de tirosilación-detirosilación

independientementedesu grado de glutamilación(Eddé et aL, 1992).Aproximadamente

el 10% de las formas glutamiladas de la clase III de la 13 tubulina están también

fosforiladas(Alexandere: aL, 1991).

C. Poliglicilación

Es unamodificaciónpostraduccionalsimilar a la poliglutamilación. Se trata de la

adición de 2-40 residuosde glicina en la regióncarboxilo terminalde ya seade la a o la

¡3 tubulina,sobre un residuoglutamato (Glu445en la a y Glu437~en la 8), si bien no se

excluye la posibilidad de que se produzcatambiénsobre otros residuosácidosde esta

región.

Hastaahora,solosehademostradoen microtúbulosaxonemales,tantode protozoos

(en los cilios de Paramecium,Tetrahymenay Stylonichya)comode metazoos(en esperma

de humanosy otros mamíferos,pájaros,erizos de mar y caracoles)(Ludueña,1998). La
1.

poliglicinación, sin embargo,no se ha detectadoen el flageladoEuglena(Bressace: aL,

1995; Lcvilliers et aL, 1995; Bré et aL, 1996).

La función de la poliglicilación no estáclara.

D. Thbulina de membrana

14
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Esta forma de tubulina no ha sido aún secuenciadaasí que no está claro si

representauna distinta isoforma de tubulina, codificadapor genésdiferentes,o si está

modificadapostraduccionalmente.

La tubulina de membranafue descritapor Bhattacharyya~‘ Wolff (1975) en el

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

Aequpec:ernirradians.

La naturalezade la tubulinade membranaes aúndesconocida:podríaconstituirun

isotipo de tubulina todavíano descubierto,con una región hidrófoba que permitiría su

inclusión en la membrana. También podría ser una tubulina modificada

postraduccionalmente.Porúltimo, seapuntala posibilidadde unatubulinaconpropiedades

conformacionalesinusuales,quepermitiríansuunión con granafinidada la bicapalipídica

(Niggli y Burger, 1987).

3. LOS CRIADOS COMO MODELOS PARA EL ÉSTUDIO DE LOS

SISTEMAS MICROTUBULARES

Como se desprendedel apanadodos,el problemade la adáptaciónal frío de los

microtúbulosseha afrontadohastaahoraúnicamenteenel ámbito ~Ielos vertebrados.En

esteaspecto,así comoen otros de la investigaciónde la biologíacelular y molecular,la

utilización de un organismoeucariotaunicelularsuponeevidentesventajasexperimentales,

como la elevadatasa de reproducciónen condicionescontroladaáde laboratorio, fácil

manipulación con técnicasde biología celular y molecular y, presenciade fenomenos

sexualesquedeterminanrecombinacióngenéticay renovacióndelaslineascelulares(Orias,

1981; Preer, 1986).

En los ultimos 15 añosla utilización de los protozoosciliados como modelos

experimentalesha aportadoimportantesavancesen el campode, la biología celular y
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molecular.Podemoscitar tres ejemplossignificativos: 1) Al comienzode los años80, se

llevó a cabo,en el ciliado Tetrahymena,la primeracaracterizaciónde las extremidades

teloméricasdel cromosomaeucariota,como secuencianucleotídicarepetidae invertida

(Blackbum y Szostak,1984).Posteriormente,seha caracterizadoen el mismo ciliado un

nuevo tipo de DNA polimerasaespecíficapara dicha región (t~lomerasa),que se ha

reveladofuncional en todaslas célulaseucariotas(Blackburn,1991). 2) En 1985, sc puso

en evidenciaen los ciliados Tetrahymena(Horowitz y Gorovsky, 1985), Paramecium

(Caron y Meyer, 1985; Preeret aL, 1985) y Stylonychia(Helftenbein,1985), la primera

desviación del código genéticoconsiderado“universal” en células eucariotas ; otras

desviacionesse han descritosucesivamenteen otros protistas.3) La caracterizacióndel

fenómenode “autosplicing”,esdecir,la capacida4de eliminaciónde los intronesy reunión

de los exones en una molécula de RNA, descubrimientoefectuado en el ciliado

Te:rahymena(Cech, 1986).

Los ciliados son ademásel grupo de protozoosmás favorecido para el estudio

experimentalde la morfogénesis.Son organismosunicelularesmuy complejoscon una

elaboradaorganización,donde se da tanto la disposiciónregulat de ciertos orgánulos

(esencialmentecuerposbasales,homólogosa centriolos),como la existenciade complejos

organelaresque funcionancomo órganosespecializados:un aparatooral, parala captura

de comiday fagocitosis; un sistemade vacuolascontráctiles (cuyos poros se abrenen

lugaresprecisosdel cortex)paradrenary excretarlíquidos y un citoproctoo ano para la

eliminaciónde los residuosde la digestión.Estoselementosestánintegradosenun modelo

polarizado(polaridadantero-posterior,que secorrespondecon la dirección normalcon la

quenadalacélulay polaridaddorsoventraldel organismocompleto)y asimétrico(asimetría

derecha-izquierdaexpresadatanto a nivel de la célulaenteracomoa nivel de cadacuerpo

basal).Durante la reproducciónasexual,cadadivisión suponeun conjunto de procesos

morfogenéticosprecisamentecoordinadosamuy diferentesniveles,desdeelensamblajede

estructuraselementales(microtúbulos,cuerposbasalesy otroselementosdel citoesqueleto

cortical) a la remodelacióndel modelo supetficial.
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3.1. SISTEMAS MICROTUBTJLARES EN CILIADOS

Los ciliadosrepresentandentrode las célulaseucariotas,el phylumen el cualexiste

una mayor diversidad y abundanciaen sistemasmicrotubulares.No solo presentan

abundantescilios sobresusuperficie,sino tambiénun complejocitoesqueletotantocortical

como interno, cuyas redesy hacesestánbien desarrolladasy claramentesegregadasen

diferentesáreasintracelulares.En Pararnecium,por ejemplo, se‘han descrito hasta 13

sistemasmicrotubularesdistintos: uno es cortjcal y transitorio, otros tres, también

transitorios,sonintranuclearesy, el restosonintrocitoplasmáticosy similaresala típicared

citoplasmáticade célulascucariotassuperiores.

En los ciliados,apesarde la diversidadestructuralen el citoesqueletomicrotubular,

la diversidadgenéticaesmuchomás reducidaquela de los organisniospluricelulares:tanto

la a como la 8 tubulinaestáncodificadaspor un númerobajo de genesque además,son

muy poco divergentesa nivel de secuencia.Un ejemploes el ciliado Terrahymenasp. que

construyesugran variedadde redesmicrotubularesa partir de sólo un gen a y dos genes

13, casi o completamenteidénticos en su secuencia(respectivamente,T. pyriformis
*

(Barahonaa aL, 1988); T. termophila,Gaertiga aL, 1993).

£ Las modificacionespostraduccionalesde la tubulina en ciliadoscoincidencon las

identificadas en organismospluricelulares:se ha descrito la acetilación(Fleur>’, 1991;£ Adoutteet aL, 1991;Delgado-Viscogliosi,1996)y la poliglutamilación(Bré et aL, 1994).

Además,una modificaciónpostraduccionalrecientementecaracterizada,la poliglicilación

(Redekeret aL, 1994>, se descubrió inicialmente en axonemasde Paramecium y

posteriormenteen aquellosde unagranvariedadde organismosdesdéprotistasa mamíferos

(Adouttea al., 1985, 1991). En cuantoa la tirosilación-detirosilaciónen protistas,hasta

el momentosólo seha descritoen el grupode los trypanosomas(Sassey Gulí, 1988).

3.2. EL CILIADO ANTÁRTICO Euplotesfocardil
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La especieutilizada como modelo en esteestudioLuplotesfocardil (Valbonesiy

Luporini, 1990), fue aisladade sedimentomarinorecogidoen la Báhíade Terranova(mar

de Ross,Antártida).Es un ciliado hipotrico psicrófilo, que vive auna temperaturaóptima

comprendidaentre-1.8 y 2 ~cy presentaun límite máximode teniperaturaen cultivos de

laboratoriode 8~l0oC. Esteciliado constituye,porlo tanto,un sistemamuy adecuadopara

tratarde clarificar cualessonlas propiedadesintrínsecasde la tubulinacorrelacionadascon

la estabilidadal frío de los microtúbulos.

3.2.1. Morfología general

E. focardii está aplastadodorsoventralmente.Su forma y dimensionesvarían

enormementeen función del tipo dealimentación.Habitualmentela forma celularcelular

eselipsoidalaunquelas célulassobrealimentadasadoptanuna formacasiredondeada.Las

célulasvegetativaspresentanunasdimensionesmediasitt vivo de 79,8 ji de longitud y 58,6

pi de anchura.

£ El aparatonuclearestáformadopor un macronúcleode grañtamañocon forma de
herraduray un micronúcleo,esféricoy compacto,localizadocercadel macronúcleo,en la

mitad anteriorizquierdade la célula.

3.2.2. Ciliación e infraciliación

Euploresfocardiipresentaunaclaradiferenciacióncon respectoala distribuciónde

los sistemasciliarese infraciliaresen las superficiesventral y dorsal.La mayorpartede

lasestructuraslocomotorasy de alimentaciónsesituanen la superfipieventral de la célula.

El areaoral ocupaaproximadamentelos dosterciosanterioresde la caraventral de

la célula.En el lado izquierdoseimplantanlas membranelasadoralescompuestasde filas

de cilios. Al lado derecho de la cavidad bucal se presentauñ coplejo paroral muy

desarrolladoque estáformadopor filas oblicuasde cinetosomas.
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4. INMUNOCITOQUIMICA APLICADA AL ESTUDIO DE LA TUBULINA.

ANTECEDENTES

Los anticuerpostanto policlonalescomomonoclonaleshan sido elementosde gran

utilidad en la identificación y localizacióninmunocitoquimicade diversasproteínasy en

el estudio de su organización y distribución intracelular mediante técnicas de

inmunofluorescenciaindirecta,westernblot e inmunoprecipitación.~

Los anticuerpos monoclonalesy policlonales se han utilizado separadao

conjuntamenteen el estudiode variascaracterísticasde la tubulina (revisión,Andreuy de

Pereda,1993).

4.1. ANTICUERPOSESPECIFICOSFRENTEA DOMINIOS FUNCIONALESDE

LA TUBULINA

Los anticuerpospoliclonalesy monoclonalessehan utilizado parael estudiode la

estructuray la distribuciónde dominiosfuncionalesen los monóm~rosa y 13 tubulina.

La interacción entre las subunidadesde a y 13 tubulina en la formación del

microtúbulo se han estudiadocon anticuerpospoliclonalesespecíficosde determinadas

secuenciasde los monómerosde a y 13 tubulina: las zonasa(430:443)y ¡3(412-431),se

encuentranen la zona exterior del protofilamento,y son accesibl¿sa los anticuerposen

microtúbulosestabilizadoscon paclitaxel,hojas de tubulina inducidaspor Zn++, anillos

inducidosporMg++, en microtúbulosde célulasPtK2 einducenel ensamblajeanormalde

tubulina en estructurasabiertas. Lo mismo sucede con el péitido 8(153-165). Los

anticuerposno reaccionancon las secuenciasa(214-226)y 13(241-256).enningunode los

casosanteriores.Sin embargo,se vuelven accesiblesa los anticuerpostras la fijación. La

secuenciaa(155-168),al contrarioquela zona¡3(153-165),seencontrabaantigénicamente

ocluida, sugiriendoque ambaszonas pueden estar localizadasén los contactosentre
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protofilamentos,estandolaprimeraenunazonamásinternaque lasegunda(Arévalo eral,

1990).Otrazonaestudiadacon anticuerpospoliclonalesseencuentraenel extremoamino

terminal.Esteesel casodel péptido 13(28-38) queno esreconocidoporel anticuerponi en

microtúbulosensambladositt viti-o en presenciade MAPs ni en microtúbulosnativos o

fijados de célulasPtK2, pero sí enel heterodimero(Chenee: aL, 1992).

Los anticuerpospoliclonalestambiénse han utilizado para la localizaciónde los

posiblessitios en la estructurade la tubulina que interaccionancon diferentesligandos

antimitóticoscomola colchicinay la vinblastina.Los anticuerposno interfierenen la unión

de las drogaspero su unión a tubulinaesmenorcuandola drogaestáunidapor lo que

debende inducir un cambioconformacionalen la proteína(Morgany Spooner,1983>.La

localizacióndel sitio de unión intercambiabledel QTPen la subunidadde ¡3 tubulinaseha

estudiadoutilizando un anticuerpoespecificoque compite porel mismo sitio inhibiendo

la incorporacióndel GTP y, por lo tanto, la polimerizaciónde los inicrotúbulos (Hessee:

aL, 1985; 1987).

Con anticuerpospoliclonalesy monoclonalessehan definido las secuenciasde la

tubulina implicadasen la interaccióncon diferentesMAPs (Crosse: aL, 1994) o las que

intervienenen la interacciónde la tubulina con otras proteínasasí como en la regulación

de su activación(Roychowdhuryel aL, 1993).

La utilizaciónde anticuerposmonoclonaleshapermitidodeterminarconmásdetalle

sitios funcionalesde la tubulina.Deestaforma, el estudiode determinadassecuenciasdel

extremocarboxiterminal de a y ¡3 tubulinamuestraque haydeterminadaszonasexpuestas

como c4426-450)y 8(416-430),puesson reconocidastanto en microtúbulosfijados como

nativos (Breitling y Little, 1986), lo que se ha confirmado con anticuerpospoliclonales

específicosde determinadassecuenciasde ambassubunidades(de la Viña eí al., 1988).
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4.2. ANTICUERPOS ESPECIFICOS FRENTE A DIFERENTES ISOFORMAS DE

TUBULINA

La utilización de anticuerpostambiénha permitidodetectardistintas isoformasde

tubulinaen distintosorganismos.Así, medianteun anticuerpopoliclonal especificode un

péptido conservadode la y tubulina de Arabidopsis,se han identificado al menosdos

isoformasde estaproteína(Liu el aL, 1994).La presenciade diferentesisoformasseha

estudiadode formamásdetalladacon anticuerposmonoclonalespermitiendo,porejemplo,

el análisis de la complejidadantigénicade la tubulinade cerebrocádificadapor diferentes

genesde tubulina (Gozesy Barnstable,1982).

La posible diferenciaciónfuncional de las distintasisoformasvaríaen función de

los organismosy laspoblacionesmicrotubularesestudiadas.Las diferentesisoformasde 8

tubulina de mamífero, parecendistribuirse homogéneamentepara formar microtúbulos

comocopolimerosde todoslos isotiposexpresados(Lewis el aL, 1987;Lopatay Cleveland,

1987). Sinembargo,estudiosconanticuerposmonoclonaleshanmostradoquelas isoformas
formanáo

de a y 13 tubulina se distribuyen de forma distinta ¡ aparatosmitóticos
heterogéneos,dondela(s) isoforma(s)dea tubulinaestánlocalizadaspreferencialmenteen

el husoy la(s) de 13 en los microtúbulosastrales(Oka e: aL, 1990).Así mismo ocurreen

el cerebrode vertebradoscomoesel casode la isoformade ¡3 tubulinaen cerebrobovino

(Renthale: aL. 1993).

Otrascaracterísticasestructuralesde lasisoformasde la tubulinasehandeterminado

utilizandoanticuerposmonoclonales.Así, sehanlocalizadodistintosepítoposde la tubulina

a lo largo de los microtúbulosen diferentesorganismosy en ‘la misma célula y su

expresióndiferentea lo largo del desarrollo(Drábery Dráberová,1986; Drábere: al,
é

1988). Tambiénseha determinadoque las diferentescaracterísticasestructuralesde las

diferentesisoformasde la tubulinasetraducenen distintaspropiedadesfuncionales,como

por ejemplo,las diferentespropiedadesde ensamblajeestánen función de los distintos

E.
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tipos de los isotiposde 13 tubulina queesténformandolos heterodímeros(Barnejeeel al,

1992).

4.3. ANTICUERPOS ESPECÍFICOS DE MODIFICACIONES

POSTTRADUCCIONALES DE LA TUBULINA

Conanticuerposmonoclonalessehanidentificadolas zonasconcretasde la tubulina

dondeseproducenacetilacionespostraducionales.Utilizandoanticuerposespecíficosdeuna

isoformade a tubulinaque seencuentraen el axonemadel erizo de mar, del espermade

Drosophila y humano,seha localizadoquela ac¿tilaciónitt vivo s¿encuentraen el grupo

E amino de la Lys4O (Piperno y Fuller, 1985>; Adicionalmente,la acetilación se ha
E..

detectadoen la secuenciaa(25-50)de la a tu6ulina (Leflizet y ‘Piperno, 1987) con el

anticuerpo611B1.

Con anticuerpospoliclonalesespecíficosdel extremocarboxiterminal de la forma

tirosiladay no tirosiladadea-tubulina,sedemostróporprimeravez,en célulasfijadas,que

hay una distribuciónseparadade ambostipos de a tubulina,dandolugara poblacionesde

microtúbulos estructuralmentediferentes (Gundersen el aL, ‘1984). Este tipo de

modificación posttraduccionaltambién sc ha identificado con el anticuerpomonoclonal

YLL/2. Este se une específicamentea la forma tirosilada de la a tubulina, y su

microinyecciónen diversaslineascelularesde mamífero,ha permitidodeterminarque la

tirosilación no tiene aparentementeningunaimplicación funcional<Wehlandet aL, 1983;

Wehland y Willigham, 1983; Wehland el al, %1984) pues no afecta a la inestabilidad

dinámica (Idriss e: aL, 1991). Sin embargo,se ha observadomediantela utilización

conjuntade anticuerpospoliclonalesy monoclonalesespecíficosde la tubulina tirosilada

y la no tirosilada, que estasdos formas de la tubulina se encuentrandistribuidas en

diferentespoblacionesde microtúbulos.Así, la tubulina tirosiladalestápreferencialmente

en los microtúbulosmásdinámicosy la otraen los másestables,aunqueestamodificación

posttraduccionalseproducedespuésde la estabilizaciónde los microtúbulos(Wehlandy
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Weber, 1987; Kreis, 1987). Por otro lado, con la utilización combinadade anticuemos

policlonalesy monoclonales,seha visto la posiblefunción de la tirosilación. Pareceestar

implicadaen la polimerizaciónde los microtúbulos,como seha visto en los microtúbulos

neuronalesen los que la presenciade la a tubulina tirosiladaaumentaen el extremomás

(Brown el aL, 1993).De igual forma, la función de la tirosilación en a tubulina. seha

intentadoestudiarcon el anticuerpomonoclonal?0C6 que localiza estaforma de la a

tubulina en los microtúbulosde célulasnormalesde cerebelode rata con sinaptogénesis

completa(Poddary Sarkar, 1993).

Con el anticuerpomonoclonal GT335 se ha localizado la poliglutamilación en

diferentesespeciescomoen el extremocarboxiterminalde la tubulinade diferentesciliados

(Bré el aL, 1994>asícomoen la de cerebrode vertebradoscon el anticuerpomonoclonal

0T335 (Wo]f el aL, 1994).
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1. OBJETIVOS

Este trabajo se ha planteadocomo una aproximacióna los mecanismosde

estabilidadde los sistemasmicrotubularesen ambientespsicrófilos,utilizandocomomodelo

el protistaciliado Euplotesfocardii. Paraello seestablecieronlos siguientesobjetivos:

(1) Determinar la organizacióndel citoesqueletomicrotubular en este ciliado

antártico.Analizar comparativamenteel modelo resultantecon el propuestopara otras

especiesmesófilasdel género.

(2) Analizarlassecuenciasprimariasde latcy 13 tubulinade E. focardii: semejanzas

y diferenciasestructuralescon las de otros organismos.

(3) Obtener anticuerpos específicos dirigidos contra péptidos sintéticos

correspondientesa regionesvariablesde los distintosisotiposde ¡3 tubulina.

(4) Determinarla relaciónentre la posible existenciade distintos isotipos de 8

tubulinay su expresióno funcionalidaddiferencial.

(5) Caracterizarlas modificacionespostraduccionalesen la tubulinade E. focardii

(en células en interfase y en células en división) y analizar el posible papel de la

maquinariapostraduccionalen la producciónde las poblacionesde microtúbulosadaptados

a bajastemperaturas.

25



Materiales y métodos

1. MATERIALES

1.1. MATERIAL BIOLÓGICO

1.1.1. Protozoos ciliados

* EuplotesfocardU

Parael presenteestudioseha utilizado la especieFuplotesfocardii cedidapor los

Drs. Valbonesiy Luporini del Departamentode Biología Celular de la Universidadde

Camerino(Italia). Dichaespeciefue aisladade muestrasrecogidasen enerode 1988 en una

pequeñacuevaal Estede la baseantárticaitalianalocalizadaen la Bahíade Terra Nova

(Mar de Ross, 74o42~, 1640 ) y, junto a ella, fueron identificados otros ciliados

pertenecientesa los génerosAspidisca,Cyclidium, Diophrys, Epiclintes, Paraurostyla,

Pleuronema,Uronentay Uronychia(Valbonesiy Luporini, 1990).

Parala recolecciónde la muestrasseutilizó una dragatipo “Petersen” introducida

a una profundidad de 7 m. Los parámetrosambientalesmedidosen el momento del

muestreofueron los siguientes: salinidad 35%, temperatura-1,80C y pH 8.1-8.2. Las

muestrasfueron almacenadasen obscuridad,a 2-40C, durantetres mesesantes de ser

analizadas.EjemplaresdelgéneroEuplotesposteriormentedescritoscomoEuplotesfocardii

(Valbonesi y Luporini, 1990), fueron aislados y alimentadoscon el alga Dunaliella

tertiolectao con bacteriasno identificadaspresentesen la muestraoriginal, mantenidasen

el medio Luria-Bertani(Bacto Triptona 1%, extractode levadura0,5%).

Recibimosdos líneas diferentes de Luplotesfocardii: la línea utilizada para la

descripciónoriginal de la especie,depositadaoficialmentecomo TN1 (o CLAP 1624/17),

y la línea etiquetadacomo TN3O.

* Euplotesvannus

E. vannuses una especiemarina adaptadaa temperaturasmedias, que se ha

utilizado para la realización de estudios comparativoscon la ‘especie psicrófila. La
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poblaciónfue aisladaen 1990por la Dra. Perez-Uz,a partir de una muestratomadade un

tanquede cultivo de rotíferosutilizados para la alimentaciónde pecesen el Sea World

Aquarium de San Diego (EstadosUnidos).

1.1.2. Tubulina de cerebrobovino

La tubulinade cerebrobovino,proporcionadaporel grupodel Dr. J.M. Andreu,fue

purificadautilizandoel procedimientode Weisenbergmodificado(Weisenberget al., 1968;

Leeet al. 1973; Andreuy Timasheff,1982),traslo cualsealmacenóen nitrógenolíquido.

1.1.3. Animalesde laboratorio

Parala producciónde anticuerposseemplearonconejoshembrasde NuevaZelanda

de 3-3,5 Kg.

1.2. MEDIOS DE CULTIVO

1.2.1. Aguade mar artificial

El medio de cultivo utilizado paraE. focardii fue aguade marsintéticade la marca

comercial Instant Ocean(3,33 % en aguadestilada),esterilizadaen autoclavea 1200C

durante20 mm. Una vez estéril, el medio puede almacenarsea 40C duranteuno o dos

meses.

A dicho mediosehan añadidoel algaverdeDunaliella salina o la bacteriaVibrio

natriegensutilizadascomo fuentealimenticiaporel ciliado.

1.2.2. Medio de Walne

Se trata de un medio enriquecidocon trazasde metalesy vitaminasque se ha

utilizado paralos cultivos de mantenimientodel algaverde Dunaliella salina.

Estácompuestopor una mezclade dossoluciones:
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SoluciónA

A un volumende 1.000ml de aguadestiladaseañaden:

100 g de NaNO3

45 g de EDTA (Na)

33,6 g de H3B03

20 g de NaH2PO4.H20

0,36 g de MnCl2.4H20

1,80 g de EDTA (Fe) o FeCI3 como sustitutivo.

SoluciónB

Paraun volumende 100 ml de aguadestiladase añaden:

2,1 g de ZnCl,

2,0 g de CaCl2.6H20

0,9 g de (NH4)6.Mo7O24.4H20

2,0 g de CuSO4.5H20

El medio de Walnese obtienea partir de la mezclade 1.000ml de la solución A

con 1 ml de la soluciónB.

Porúltimo, añadimosa estemedio0,1 ml de unasoluciónvitamínicapreparadade

la siguienteforma: aun volumende 200 ml de aguadestiladaseañaden10 mg de vitamina

B12 y 200 mg de vitamina B1.

1.2.3. Medio SWIPYE-AgarPeptona-Extractode levadura-aguade mar

El medio SW/PYE se empleó para el mantenimiento de la bacteria Vibrio

natriegens.

La composiciónde dicho medio fue la siguiente:
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Proteasapeptona(Difco 0118-01-8) 5 g

Extractode levadura(Difco 0127-01) 2 g

Agar (Difco 0140-019) 15 g

Agua de mar 11

La esterilizaciónsellevó a caboen autoclavea 1210C durante15 mm.

2. MÉTODOS

2.1. CONDICIONES DE CULTIVO

2.1.1. Cultivos de Eup¡ot.esfocardll

Obtuvimos clonesde la línea TN3O de Euplo:esfocardii (Serranoet al., 1992)

medianteel aislamientodirecto a la lupabinocularde individuosde las muestrasoriginales

con una micropipeta Pasteur. Se escogió esta línea por su mayor capacidadpara

experimentarun procesode transformaciónde células vegetativásnormalesen células

gigantes.Las célulasfueron aisladasen portaobjetosde tres excavaciones,cadauna con

100 pl de agua de mar sintética, adicionandoDunaliella salina como alimento. Se

estabilizaroncinco clones.

Posteriormente,los distintosclonessecultivaronen volúmenescrecientesde medio

de agua de mar artificial a una temperaturaconstantede 4~5O C y en régimen de

obscuridad.Inicialmenteseañadieronperiodicamente(cadaquincedías)2 ml de un cultivo

de Dunaliella salina, cultivadaa suvez en el medio de Wa.lne. Conposterioridad,y con

el fin de evitarcualquiertipo de interferenciaen los experimentoscon la tubulinadel alga,

se suplementaronlos cultivos con la bacteriaVibRo natriegensCECT 526 (Colección

Españolade Cultivos Tipo).

2.1.2. Cultivos de Euplotesvannus

Las condicionesde cultivo de estaespeciesonlas mismasquelasdescritasparaE.

focardii, exceptoque suincubaciónserealizaa temperaturaambiente.
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2.2. OBSERVACIÓN IN VIVO

El examende los individuositt vivoserealizóutilizando una‘lupa binocularNIKON

modelo SMZ-2T y un microscopio óptico ZEISS III tanto en ¿ampoclaro como en

contrastede fases.

2.3. MICROSCOPIA ÓPTICA: TÉCNICA DE CARBONATO DE PLATA

AMONIACAL

Las técnicas de impregnación argénticason imprescindiblespara el estudio

morfológico de los ciliados. Estastécnicasponende manifiestola infradiiación, tanto oral

comosomática,otrasestructurascitoesqueléticasy el aparatonuclearquesonobjetodeeste

estudio.

El métodode impregnaciónutilizado en estetrabajoes el del carbonatode plata

amoniacaldeFernández-Galiano(1994),queesunamodificacióndeloriginalmentedescrito

porel mismo autor (Fernández-Galiano,1966, 1979).

Las observacionesal microscopioóptico convencionalsehanllevadoa caboen un

microscopioZEISS III.

2.4. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA

2.4.1. Microscopiaelectrónicade barrido

El procedimientoseguido es el que empleael punto crítico como método de

desecación.Implica la sustituciónen las muestrasbiológicasdel aguapor alcohol y del

alcoholpor CO2 líquido.

Las célulasde Euplo:esfocardii se procesaronpara microscopiaelectrónicade

barrido, utilizando el método descritopor Valbonesiy Luporini (1990) para especies

marinasdel géneroEuplotes.
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2.4.2. Microscopia electrónicade transmisión

La técnicaempleadafue la siguiente:

LascélulasdeEuplo:essepermeabilizaronen el tampónde extraccióndescritopara

TetrahymenaporWolfe (1985)con ligerasmodificaciones(Sacarosa0,1M, MgCI, 2,5 mM.

KCI 0,1 mM, EDTA lmM y HepeslOmM, pH 6,8> y queconteníaun 0.1% de Triton X-

100 y un 0,25% de glutaraldehído.Una vez transparentes,las célulasse lavaron varias

vecesen el tampón de extraccióncon el fin de eliminar el detergentey el fijador. Las

célulasfueronlavadasde nuevodurante30 mm en tampónPipes0,05 M conácidotánico

al 2% y glutaraldehidoal 1,5%. Tras un lavado en tampón cacodilato, se realizó una

postfijacióncon tetróxido de osmio diluido, tambiénen cacodilato,al 1%. Los ejemplares

selavaronvariasvecescon tampóny seincluyeron,parafacilitar su posteriormanejo,en

bloquesde agar.Los pequeñosfragmentosde agarsedeshidrataroncon solucionesseriadas

de alcohol.Unavezfinalizadala deshidratación,serealizóla inclusiónen bloquesde Epon.

Estosfueronfinalmentecortadosen un ultramicrotomoREICHERTOm U3. Las muestras

semontaronsobrerejillas de cobrerecubiertascon Formvary setiñeronconsolucionesde

acetatode uranilo y de acetatode plomo paralograr un buencontz9astede las estructuras.

Los cortesfueron observadosy fotografiadosen un microscopioelectrónico¿[EM

1OOB.

2.5. ANTICUERPOS

2.5.1. Anticuerpos primarios

* Anticuerposprimarioscomerciales“universales”

Seutilizaron los anticuerposde ratónDMlA anti a tubulina (Blose et al., 1984)y

anti ¡3 tubulinade Sigma.DM1B, anti ¡3 tubulina (Blose et al., 1984)de Amersham.

El anticuerpoDMlA reconocela regióna(415-443)de a tubulina y el DMlB la
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región13(412-431)de 13 tubulina (Breitling y Little, 1986; de la Viña et al., 1988).

* Anticuerposprimariosespecíficosdesecuencia

Sehanempleadoanticuerposmonoclonalesquereconocendiferentesposicionesde

la secuenciade la tubulinade cerebroporcino:

- frentea los dominiosamino terminalde a y 13 tubulina:

a(l-13) y 13(1-13): P2ClO (IgM), P1SF6(IgGl), P4B4 (IgM).

13(1-13): P14B4[IgGl, (Modig et al., 1999)],P3C11 (IgG2A). Pl 1E12

[IgGl, (Modig et al., 1999)], P9G4(IgM).

- frenteal dominio carboxiterminalde a tubulina:

a(430-443):

- frenteasecuencias

a(155-168):

a(214-226):

13(153-165):

13(241-256)):

P12El1 [IgOl, (Chauet al., 1998)], P16G4(IgUl).

intermediasde a y 13 tubulina:

P12B2 (IgG1), PáBíl [IgGl, (Chau et al¿ 1998)], P3B7 [IgGl,

(Modig et al., 1999),PÓBS (IgM).

PlFS [IgG2B, (Modig et al.. 1999)], P3DLO (IgM).

P4D6 [IgM, (Modig et al., 1999)],P5C3[IgEil, (Chauet al., 1998)],

PlSC7.

P2G8[IgOl, (Modig et al., 1999)], P2FlL (IgM).

Estosanticuerposfueron amablementecedidospor la Dra. 1. Barasoain(Centrode

InvestigacionesBiológicas,C.S.I.C).

* Anticuerposprimarioscomercialesfrentea variacionespostraduccionales

Los anticuerposmonoclonales6-11-Bí, quereconoceespecíficamentelaa tubulina

acetiladaen Lys 40 (Pipemoy Fuller, 1985); 1A2, frente a la a tubulina tirosiladaen el

extremo carboxilo (Kreis, 1987); anti fosfotreoninay anti fosfoserina,que reconocen

proteínasquecontienentreoninaso serinasfosforiladas,respectivamente,fueronde Sigma.

El anticuerpomonoclonalYLl/2 (Interchim, Francia)nos fue proporcionadopor el Dr.
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Antonio Torres(Universidadde Sevilla).

* Anticuerposprimariosfrenteavariacionespostraduccionalesno comercializados

El anticuerpoGT335 (Wolff et al., 1992), que reconoceun motivo básico de

glutamilación,con independenciadel númerode unidadesglutarniladaspresentesen la

cadenalateral, fueamablementecedidopor la Dra. A. Wolff (BiochimieCellulaire,College

de France,París).

2.5.2. Anticuerpos secundarios

El anticuerpode cabrafluoresceinadoanti-IgA, IgO e IgM de ratóny el anticuerpo

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

conjugadocon peroxidasaanti-IgG de conejode BioRad.

2.5.3. Produccióndeanticuerposmonoespecíficos

2.5.3.1.Selecciónde secuenciasinmunogénicas

Serealizóel alineamientomúltiple de las secuenciasde la ¡3 tubulinade E. focardii

(Miceli, 1995,comunicaciónpersonal);paraello seempleóel programaMaxHom (Sander

y Scheneider,1991). Posteriormente,a las secuenciasmás divergentesse les aplicó un

análisis de predicciónde estructurasecundariay de accesibilidaddel solventerealizados

segúnel métodoPHD (Rost y Sander,1994).

El diccionario de estructurasecundariade proteínas(Kabsch y Sander, 1983)

clasifica los elementosde estructurasecundariaobtenidos de datos estructuralesde

cristalografíay resonanciamagnéticanuclearde proteínasen 8 tipos. El métodoPHDsec

de predicciónde estructurasecundariaagrupaestos8 tipos de eleffientosestructuralesen

3 clasessegúnla siguienteconvención:

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

Lámina extendidao E: incluye los segmentosextendidosde lámina ¡3, tanto en
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disposiciónparalelacomoantiparalela.

Bucles o L: incluye residuosen puentes13 aislados,giros, vueltas y estructuras

desordenadas.

PHDsec,ademásde asignarun tipo de estructuraa cadaposiciónde la secuencia,

indica la probabilidadde asignarcadauna de las tres clasesde estructura(H, E o L).

Tambiénda informaciónsobrela fiabilidad de la predicciónen cadaresiduo. Define un

índice “Reí”, normalizadode 1 a 9, querefleja la diferenciade probabilidadentrelos dos

tipos de estructuramásprobableparauna determinadaposición. En conjunto,el método

PHDsectiene unaexactituddel70,8% en la asignaciónde estructurasecundariaa residuos

aisladosen el casode las proteínasglobulares.

El métodoPHDaccdefinetresmodelosde accesibilidaddelsolvente:modelode 10

estados(asignaa cadaresiduoun valor de accesibilidadrelativanormalizadode O a 9),

modelo de 2 estados[clasificalos residuosen 2 tipos: oculto (B) y expuesto(E)] y modelo

de 3 estados[clasificalos residuosen 3 tipos: oculto (B), intermedio(1) y expuesto(E)].

Se accedió al método PHD mediante correo electrónico a la dirección

PredictProtein@EMBL-Heidelberg.de.

2.5.3.2. Síntesisquímicade péptidos

Parala síntesisde los péptidosnos desplazamosal laboratoriodel Dr. D. Andreu

del Departamentode QuímicaOrgánicade laUniversidadde Barcelona.Fueronsintetizados

en fase sólida (Merrifield, 1963). Se utilizó un 9050 Plus PesynthesizerMillipore, un

sistemaautomáticode péptidosen fasesólidaconquímicaFmoc ) flujo continuo.

2.5.3.3.Acoplamientode los péptidossintéticosa proteínasportadoras

A cada uno de los péptidos se le adicionó un aminoácidoextra, una cisteina,

aminoácidoque aportaun gruposulfhidrilo quesirve paraproporcionarun sitio de unión

a la proteínatransportadora.La eficaciaen la incorporaciónde esteaminoácidosemidió
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medianteel método espectrofotométricode Ellman (1959),queutiliza como reactivoel

ácido5,5’-ditlobis-(2-nitrobenzoico)(DTNB): los grupossufhidrilos libres reaccionancon

él originando el correspondiente4-nitro-3-carboxitiofenol,que presentauna elevada

absorcióna 412 nm.

Cuatro de los péptidos sintetizados se conjugaron con KLH (Calbiochem)

empleandoel ester m-maleimido-benzoil-N-hidroxisuccinimida(MBS) (Pierce). Este

reactivobifuncionalenlazagruposamino con grupossulfhidrilo (Liu et al., 1979; Green

et al.. 1982; Arévalo et al., 1990). Por otro lado, dado el bajo valor obtenido en la

cuantificaciónde cisteinas,el péptidocorrespondienteal tercerisotipo(¡33) seconjugócon

BSA libre de ácidosgrasos(Sigma)empleandoglutaraldehído(de un gradoespecíficopara

microscopiaelectrónica,Merck) que reaccionapreferentementecongruposamino (Kagan

y Glick, 1979).

* Acoplamientode péptidosa KLH medianteMBS

Se disolvieron 40 mg de KLH en 1 ml de tampón fosfato ~ódico10 mM pH 7,1,

sedializó extensivamentefrentea 2 1 del mismo tampón,con 2 cambioscada2 h y luego

se dejó toda la noche. Posteriormente,se hicieron otros 2 cambios de diálisis y se

centrifugó15 mm a 2.500g a 4-80C. Se tomóel sobrenadantey semidió la concentración

de proteínapor el método de Bradford (9-10 mgr/ml; Bradford, 1976), guardándoseen

alícuotasde 250 i~ a -200C. A continuación,se añadierongota a gota 2 mg de MBS

disueltosen 0,2 ml de DMF en una solución de 12 mg de KLH en 0,9 ml de tampón

fosfato sódico 10 mM pH 7,2 y se dejó 30 mm agitandoa temperaturaambientey en

oscuridad.La mezcla de la reacción,KLH-MBS, se pasó a traVés de la columna de

Sephadex0-25 equilibradacon tampón fosfato sódico 50 mM pH 6. La columnase

protegióde la luz y seeluyó conestetampóna 40C paraeliminar el MBS no unido. Se

recogieronfraccionesde 1 mí, midiéndosela cantidadde proteináa 280 nm. Luego, se

disolvieron 7,5 mg de los péptidoscorrespondientesa los isotipos 13t1-2 y 2t4 en 1 ml de

PBS. La soluciónsemezclócon 2 ml de KLH-MBS eluidosde la columnay seañadieron

inmediantamente.5 iii de NaOH 5 M por cadaml de KLH-MBS. Se dejó con agitación

constantedurante3 h a temperaturaambientey protegido de la luz. Por último, el
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conjugadose dializó frente a PBS durante48 h con 4 cambios de 1 1 y se midió la

concentraciónde proteínaporBradford.

* Acoplamientodepéptidosa BSA medianteglutaraldehído

En estecaso,sedisolvieron 1,2 jámolesdel péptido correspondienteal isotipo 13t3

y 9 mgr de BSA en 1,2 ml de tampónfosfato sódico0,1 M pH 8 (Kagan y Glick, 1974,

con modificaciones).Cuandoel péptido estuvo bien disuelto se añadieron0,6 ml de

glutaraldehído0,15 M disuelto en el mismo tampón, gota a gota y con agitación,y se

incubó durante3 h a temperaturaambiente.Luego se dializó la mezcla durante3 días

frentea PBS con 3 cambiosde 11, y seguardófinalmentea -200C en alícuotasde 250 ¡al.

2.5.3.4.Inmunizaciónde animales

Se inmunizaronconejosde NuevaZelandamedianteinyecciónintradérmicaen el

lomo de 0,5 mg del antígenoen 1 ml de una mezcla a partes igualesde PBS y de

adyuvantede Freundcompleto(Difco). Los animalesfueron reinyectadosa las 2, 4 y 8

semanascon igualescantidadesde cadaantígenoemulsificadasen aceiteadyuvantede

Freundincompleto(Difeo). Se obtuvieronsuerosde los animalesa intervalosregularesa

partir de sangradosen la venade la orejay finalmentemediantepuncióncardiaca(Andreu

et al., 1988).

2.5.3.5.ELISA

El título anti-tubulina de los sueros se monitorizó medianteELISA directo,

considerándose arbitrariamente como título el inversode la dilución del suero,querindió

una señal igual a la mitad de la señalmáximaempleada.Paraello seactivarondurante12-

15 h a temperaturaambienteplacasCostarde 96 pocillos con péptido-BSA (0,1 ¡ag de

péptido/pocillo,50 ¡al) paralos suerosde aquellosconejosa los que seinyectó péptido-

KLH, y con péptido-KLH para los sueroscorrespondientesa las inmunizacionescon

péptido-BSA.Lasplacasselavarontresvecescon PBSy dosvecescon aguadestilada.Los

sitios de unión inespecíficosde las placasse saturarondurante12-15 h a temperatura

ambientecon gelatina(Difco) al 1% (p/v) en PBS. Posteriormentese incubaron,con
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excepción de la primera columna que se utilizó como blanco, 50 ¡al/pocillo de los

anticuerpostal cual o diluidos en PBS con gelatina al 0,05% durante 90 mm y a

temperaturaambiente.Se lavarontres vecescon PBS y se incubaronde nuevolas placas

enterascon 50 pl/pocillo del anticuerpo de cabraanti-IgG de conejo conjugado con

peroxidasadiluido 1/1000 en el mismo tampón anterior durante45 mm a temperatura

ambiente.De nuevoselavaronlas placascon PBS 5 veces.Comosustratode la reacción

colorimétricaseemplearon50 pl/pocillo de 0,4 mg/ml 1,2-fenildiainina(OPD)en tampón

citrato 62,3 mM, Na2HPO425,5 mM, pH 5,2, H202 0,04%.Tras 15 mm, la reacciónse

detuvoañadiendo50 pi/pocillo de H25043 N. La densidadópticasemidió a 492 nm en

un Titertek MultiskanMC.

Asimismoseensayé,medianteELISA, la reactividadcruzadade estossuerosfrente

a los péptidossintéticosno unidos a proteína.

2.6. INMUNODETECCIÓN

2.6.1. Dilucionesempleadasparala inmunodeteccióncon los anticuerpos

Tabla 1- Anticuerpos monoclonalesespecíficosde secuenciadirigidos contraepítoposfuncionales de la
tubulina.

Nombre Epítopo Secuenci? Dilución (IB)b Dilución (II)’

¡3 (1-13) MREIVHIQAOQSO 1/500 1/5-1/10
P4D6 ¡3 (153-165) sla~vmRroJc 1/1000 1/5-1/10
P208 ¡3 (241-256) RYPOQLNADLRIU.AVN 1/400 1/5-1/lo

a (1-13) MRESISIHVGQAG 1/500 1/5-1/10
a (155-168) ERISVDYGKKSKLEC 1/100 i/5-1/10

P1F5 a (214-226) RRNLDrERPT 1/500 1/5-1/10
a (430-443) ICDYEEvGvDsvEGE 1/1000 1/5-1/10

Secuenciade tubulinade cerebroporcino(Krauhsa aL, 1981).

Dilucionesempleadaspara la inmunodetecciónde tubulinasobremembranasde nitrocelulosa.

‘Diluciones empleadasparala inmunodetecciénde tubulinamedianteinmunofluorescenciaindirecta.
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Tabla 2- Anticuerposmonoclonalesdirigidos contravariacionespostraduccionalesde la tubulina.

Nombre Epitopo Dilución (l1B)~ Dilución (fl)b

6-11-BL a 40K-acetilada 1/15000 1/800
1A2 aTub tirosilada 1/20000 1/800
YL1/2 a Tub tirosilada 1/20000 1/800
GT335 Cc Tub glutamilada 1/20000 1/800
Fosfotreoninatreoninasfosfotiladas 1/50
Fosfoserina serinasfosforiladas 1/300

Dilucionesempleadasparala inmunodetecciénde tubulinasobremembranasde ñitrocelulosa.
Dilucionesempleadaspara la inmunodetecciónde tubulinamedianteinmunofluorescenciaindirecta.

2.6.2. Inmunoblot

2.6.2.1. Electroforesis

Lasproteínassesepararonen gelesde poliacrilamida(Bio-Rad)con dodecilsulfato

sódico de Sigma (SDS-PAGE) utilizando el sistemade Laemmli (Laemmli 1970). Las

electroforesisserealizaronen gelesde 160x160x1,5mm o en mini~elesde SxSxO,075cm.

En amboscasos,el gel separadorfue habitualmentedel 10%de acrilamidaen tampónTris-

HCl 0,38 M pH 9 con SDS 0,1% y ¡3-mercapto-etanol4 pM (Merck); el gel concentrador

fue del 5% de acrilamidaen tampónTris-HCI 0,12 M pH 6,8 con SDS 0,1%.El tampón

de electroforesisfue Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%,¡3-mercapto-etanol4 mM,

pH 8,5. Las electroforesisserealizarona temperaturaambientey a voltaje constante: 80

V parael gel concentradory 120 V para el gel separador.Las muestrasse prepararon

mezclandoel tampónde muestra(Laemmli, 1970)e hirviéndolodurante5 mm.

Las proteínassevisualizaronmediantetinción con azulCoomassieR-250 (Serva)

al 1% en 45% metanol- 10% ácido acético.

2.6.2.2.Transferencia

La tubulina y los extractos celulares se transfirieron ‘electroforéticamentea
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membranasde nitrocelulosade 0,2 pm (Bio-Rad) para inmunodetección.Se empleóun

sistema de electrotransferenciasemi-secoTrans-blot SD de Bio-Rad. Los geles, las

membranasde nitrocelulosay lospapelesWhatman3 MM de cromatografíaseequilibraron

durante30 mm en tampón de transferencia[Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol20%

(y/y), pH 8,5] con una ligera agitación.Entreel ánodoy el cátodose dispusieron,porel

siguienteorden: 5 hojas depapelWhatman3 MM, la membranade nitrocelulosa,el gel

de acrilamida,y 7 hojasde papelWhatman3 MM. La transferenciaseefectuóa voltaje

constante,15 voltios, durante1,3 horascon un límite de corrientede unos2,5 mA/cm’. La

eficienciade la transferenciasedeterminótiñendo el gel transferidóconazulCoomasieR-

250 y utilizandoestándares-SDSde alto y bajo pesomolecularpreteñidos(Bio-Rad).

Las membranasde nitrocelulosase dejaron secary almaéenarona temperatura

ambientehastasuuso.

Alternativamente,los gelessetransfirieronsobremembranasde PVDF durante1

h a 240 mA usandoel sistema de “Mini-Trans-Blot ElectrophoreticTransferCelí” de

Biorad.

2.6.2.3.Westernblot

Cuandoseemplearonanticuerposmonoclonales,las membranasde nitrocelulosase

incubaroncon 1% de gelatinaen tampónTris-HCl salino pH 7,4 (TBS) durante12-15h,

con agitación constante a temperaturaambiente,para evitar la posterior adsorción

inespecificade los anticuerpos.En su caso, las membranasde PVDF sesaturaronen el

mismotampóncon 5% de lechedeshidratada.Posteriormente,ambostipos de membranas

se lavaronbrevementecon tampónTBS- 0,05% Tween20. Se incubarondurante1 h con

los suerosrespectivosalas dilucionesadecuadas(Tablas1 y 2)en támpónlBS. Se lavaron

3 vecesdurante5 mm con TBS, 0,05% Tween 20 y se incubarondurante45 mm con

anticuerpode cabraanti IgO de ratónconjugadocon peroxidasa(Bio-Rad)en unadilución

1/10000.Se lavaron4 vecesdurante5 mm conlBS, 0,05%Tween20 y 2 vecesconlBS.

Seescurrieronlas membranas,seincubarondurante1 mm con los reactivosdel sistemade

detecciónquimioluminiscente(ECL) de Amersham,seeliminó el excesode reactivo y se
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envolvieronlas membranasen plástico.Dentrode los 30 mm siguientesse impresionaron

películasX-Omat 5 (Kodak).

Cuandose emplearonanticuerpospoliclonalesmonoespecíficos,como anticuerpo

secundarioseempleóanticuerpode cabracontraIgO de conejoconjugadocon peroxidasa

(Bio-Rad) en una dilución 1/5000.

2.6.2.4.Eliminaciónde los anticuerposde la membranade nitrocelulosa

Paraeliminar tanto el anticuerpoprimario como el secundariose incubaronlas

membranasde nitrocelulosaen un tampónque contiene2-mercaptoetanol100 mM, SDS

2% (p/v), Tris-HCl 62 mM, pH 6,7 a 500C, durante30 mm én agitación constante

(instruccionesdel sistemaECL de Amersham).Después,las membranasse lavarondos

vecescon el tampón lBS durante10 mm. Antes de utilizar nuevamentelas membranas,

serealizóun control de quimioluminiscenciaparaverificar que no hubieseningunaseñal

derivadadel anticuerpoprecedente,lavándolasa continuacióncon TBS.

2.6.3. Inmunofluorescenciaindirecta

2.6.3.1.Preparacióndel citoesqueleto

Las células fueron tratadascon saponinao Triton X-l00~ en el tampón PHEM

(Pipes 60 mM, Hepes 25 mM, EGTA 10 mM y MgCl
2 2 mM, pH 6,9) para la

permeabilizaciónde las células.Seensayaronvariasconcentracionesde ambosdetergentes,

obteniendolos resultadosóptimoscon Triton X-100 al 0,2 % dejándoloactuarduranteunos

minutos.Una veztransparentes,las célulasselavaronvariasvecesen PHEM con el fin de

eliminar el detergente.Posteriormente,la fijación serealizó en páraformaldehidoal 2%

disueltoenPHEMmedianteagitaciónmagnéticaa60
0C duranteunahora(la solucióndebe

de prepararseel mismo díadel ensayo).Por último, seaclararonbrevementeen PHEM y

selavaronposteriormenteen el tampónPBS, al que sele añadióBSA (3%) y Tween 20

(0,1%)parareducirla unión inespecifica.

Alternativamente,la permeabilizacióny fijación de las célúlasserealizócon una
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soluciónqueconteníaconjuntamenteun 35% de etanoly un 0,5% de Triton X-l00. Las

célulassedepositaronen un portaobjetosembebidasen estasolucióny semantuvierona

temperaturaambientehastasu evaporación.

2.6.3.2.Incubacióncon los anticuerpos

En el mismo tampónPBS descritoen el apartadoanterior,se incubarona 40C en

atmósferasaturadade humedaddurante1 h los anticuerposprimariosy durante45 mm los

secundarios.Trascadaincubaciónselavaron3 vecesen PBS durante15 min atemperatura

ambiente.

2.6.3.3.Montaje y observaciónde lasmuestras

Se depositó una pequeñagota de Citifluor GlyceroVPBS solution (London,

N0 100015) en el centro de un portaobjetosespecialmentelimpio. Posteriormentese

transfirieronlas célulasa ésta,una a una, depositándolaslo másseparadasposibleentresí

y sin provocarburbujas.Colocamos,parafinalizar,un cubreajustanáosu posicióncon laca

de uñas.

Laobservaciónde lasmuestrasserealizócon un fotomicroscopioAxioplande Zeiss

equipadocon epiiluminación.Los objetivos utilizadosfueron Plan-Neofuar40x y Plan-

Apchromat63x (de inmersión)de Zeisscon los filtros apropiadospara la fluoresceínay

la rodamina.Las preparacionesfueron fotografiadascon películaTri-X pan de Kodak de

400ASA. Parala microscopiaconfocalseutilizó un microscopioLSM 10 de Zeiss.

2.7. DESCILIACIÓN Y EXTRACCIÓN DE LOS MICROTÚBULOS DEL

CORTEX CELULAR Y DEL CITOPLASMA DE LA CÉLULA DE E.focardil

Los cultivos de E. focardii seconcentraronmediantecentrifugacióna 850 g y se

resuspendieronen 5 ml de etanolal 7% (en aguade mar). Parafavorecerel procesode la

desciliación celular se agitó vigorosamentela suspensióndurantevarios segundos.La

desciliaciónsecomprobópor observacióndirectaal microscopiode contrastede fases.
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Paraseparar las células desciliadasse centrifugó a 850 g durante5 mm y el

sobrenadante(que contienelos cilios) se recuperópor centrifuga9ióna 17.000 g durante

30 mm. Los cilios se resuspendieronen el tampón PHEM, al que sele habíanañadido

inhibidoresde proteasas(PMSF 2 mM, o-phenantroline2 mM, pepstantinaA 10 ¡agIml)

para luego seranalizadosen mediateelectroforesiso seralicuotadosy congeladosa -800C
e

parasu conservación.

Las célulasdesciliadasse resuspedieronen PHEM con inhibidores de proteasasy

se sonicaroncuatro vecesdurante 2 sg a 15 micrones de amplitud (Soniprep 150).

Posteriormente,el extractocelularsecentrifugóa 14.000g durante2 mm parasepararlos

microtúbulosdel cortexde los del citoplasma.

2.8. EXPERIMENTOS DE ENSAMBL4JE DE LOS MICROTÚBULOS

CITOPLASMATICOS A DISTINTAS TEMPERATURAS

Célulasde E. focardii seresuspendierontn el tampónPMI (Pipes-NaOH0,1 M,

MgSO
4 lmM, EGTA lmM, pH 6,9 al que seañadieroninhibidores de proteasas[PMSF

2 mM, o-phenantroline2mM, pepstantinaA 10 ¡ag/ml)]. Estamuestrafue tratada,comose

ha descritoanteriormente,paraobtenerla fracción de los microtúbuloscitoplasmáticos.Se

añadióCat en una concentraciónfinal de 5 mM, paraincrementarla despolimerización

de estosmicrotúbulosestablesal frío, realizando~unaincubaciónen hielo durante30 mm.

Posteriormentese centrifugóel extractoa 37.000.g paraeliminartodos los microtúbulos

no despolimerizados.El sedimentoresultantefue analizadoen SDS-page.Se incubó el

sobrenadantecon GTP 1 mM y EGTA 5 mM tanto a St como‘a 20
0C. Por último, se

recuperaronlos microtúbulospor centrifugación‘a 37.000g durante30 mm, y sedimento

y sobrenadantefueron analizadosmedianteeletroforesisy, ulteriormente,western-blot.

2.9. TRATAMIENTO CON FOSFATASA

Muestras- de microtúbuloscitoplasmáticosse trataron con’ 200 u/ml de fosfatasa

alcalina(Sigma),durante20 mm a 300C.Pararealizarel tratamientode la fosfatasaapH
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8, se añadió NaOH30 mMa la muestra que se encontraba en tampón PHEM(pH 6,9).

Despuésde la reacción,las muestrasfueron preparadaspara ser analizadasmediante

electroforesisy, ulteriormente,western-blot.
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1. ORGANIZACIÓN DEL CITOESQUELETO MICROTUBULAR DE E.focardii

Euplotesfocardii presenta,como es característicode los! ciliados, un complejo

sistemacitoesqueléticomicrotubular, constituido por una serie de redessuperficialesy

profundas.Tambiénsedistingueporun complejopatróncortical de‘estructurasciliares,que

exhibe unaorganizacióndiferenteen uno y otro lado de la célula, como correspondeal

grupo de los hipotricos.

1.1. REDES SUPERFICIALES

1.1.1. Lado dorsal

Aparecen,enestaespecie,dos tipos de redesmicrotubular~ssuperficiales:a) una

red longitudinalsubcortical,situadapordebajodel epiplasma,y constituidapor tríadasde

microtúbulosirregularmenteespaciadas;está interrumpidaa nivel de las cinetiasdorsales

(figs. 5 y 6); b) una red transversallocalizadabajo la anteriory formadaasimismopor

hacesmicrotubulares(fig. 7).

1.1.2. Lado ventral

Muestrael mismotipo deredesmicrotubulareslongitudinal y transversalque el lado

dorsal(fig. 8). La red longitudinalestácompuesta,en estecaso,por microtúbulosaislados

en su mayoríaparalelosal eje longitudinalcelular(fig. 9); en ocasiones,cercadel aparato

oral o en los poíos anteriory posteriorde la célula los microtúbulosse curvanhacia la

derechao hacia la izquierda. Además,en el área situadaentre~ los cirros caudalesy

transversos,la orientaciónde los microtúbulosque forman la red ‘longitudinal es oblicua

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

Las crestasventralessituadasentrelos cirros transversosseencuentranreforzadas

por tríadasde microtúbulos(fig. 9).
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1.2. CILIACIÓN, INFRACILIACIÓN SOMÁTICA Y SISTEMAS

MICROTUBULARES ASOCIADOS

1.2.1. Lado dorsal

Las cinetiasdorsalesestánconstituidas,como en otras especiesde hipotricos,por

hileras longitudinalesde cilios cortos denominadosindistantemex~te“cerdasdorsales’t o

“cilios sensoriales”.Cadacerdadorsalemergede unapequeñadepresiónen la superficie

celulary presentaen subaseun pardecinetosomas(fig. 10). Del cinetosomaanteriorparte

un cilio corto cuyo axonemamuestrala disposiciónmicrotubulartípica; entreel axonema

y la membranadel cilio se encuentran localizados varios lasiosomas(fig. 11). El

cinetosomaposteriorno esciliado (fig. 12). Rodeandola depresiónseencuentranunas

estructurasvacuolaresdenominadasámpulasque contienenfrecñentementeestructuras

membranosas(fig. 11). Las fibras transversasse encuentranasociadasúnicamenteal

cinetosomaanterior(fig. 12).

1.2.2. Lado ventral: cirros

La ciliación somática,en el lado ventral, está formadapor grupos de cilios con

forma de pincel, los cirros, implicadosen la locomocióncelular.

* Cirros transversos

Se sitúanen el poío posteriorde la célula,y adquierenun ~randesarrollo.

Los elementoscitoesqueléticosmás desarrolladosasociadosa la infraciliación

ventralde E.focardii son las fibras anales (fig. 8). Se trata de haces inicrotubulares gruesos

que parten de un material denso situado en la base de cadacirro transversoy que

convergenenel poío anteriordela célula.Los microtúbulosde cadáfibraanalestánunidos

entresí por medio de finas microfibrillas (fig. 13).

Otros elementosmicrotubularesseoriginanen los márgenesizquierdoy derechode

cadacirro, siendomásgruesoslos hacesdel ladoizquierdo(fig. 8). Porúltimo, observamos

gruposde microtúbulospostciliaresasociadosala última fila de cinetosomasde cadacirro
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(fig. 14), adquiriendoestoselementoscitoesqueléticosun mayordesarrolloen célulasen

división.

* Cirros frontoventrales

Cada cirro frontoventral (localizadoen la parte anterior y media de la célula)

presentavarios hacesmicrotubularesasociados.Estosgruposde microtúbulosforman los

denominadoshacesposteriorderecho,anteriorderechoy posteriorizquierdo,dependiendo

de su orientaciónen la célula. El desarrollode cadauno de estoshaceses diferentesegún

el cirro frontoventraldel que se trate (fig. 8).

Como ocurría con los cirros transversos,también se observan microtúbulos

postciliares,si bien en estecaso asociadosa los cinetosomasquese localizan más a la

derecha(fig. 15).

* Cirros marginalesy caudales

Los cirros marginalesson dos o tres cirros situadosen el ffiargen izquierdode la

célula.Se observanlargoshacesmicrotubularesasociadoscon cadacirro marginalpor su

lado izquierdo. Estos hacessedirigen haciala parteanteriorizquierdade la célula. Del

resto de los lados de cadacirro, emergengruposde microtúbulosmáscortos(fig. 8).

Los cirros caudales,situados en el extremo posterior del ciliado, presentan

microtúbulosmuy cortosen todo su contorno(fig. 8).

1.3. CITOESQUELETOORAL

La ciliación oral estáconstituidapor unazonaadoralde membranelas(ZAM) que

se situaen el bordeizquierdode la cavidadoral y por una membranaparoralen el lado

derecho.

Bajo la zonaadoralde membranelas(ZAM) seextiendeunared microtubularmuy

densa.Estared estácompuestapor microtúbulosaisladosquese originan a partir de los
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cinetosomas;algunosdeellosconectanlas paramembranelasentresí; otros, sedistribuyen

oblicuamentepor debajode las mismas(fig. 16).

Lasfibraspostciliares(queemergende la fila másposteriorde cinetosomasde cada

paramembranela)y las transversas(grupo de microtúbulosquepariende las dos filas más

anterioresde cadaparamembranela,fig. 17) contribuyenal anclajede las paramembranelas.

Los hacesmicrotubularesformadosapartir de las fibras transversasconstituyenel soporte

citoesqueléticode lascrestaspeliculareslocalizadasentrelas paramembranelas(fig. 18).

Finalmente,la fibra postoral,que seorigina en el extremoposteriorde la cavidadbucal,

se forma apartir de hacesmicrotubularesquepartende las basesde los cinetosomasde las

filas másposterioresde paramembranelas(figs. 19 y 20).

Porlo querespectaal complejoparoral,del ladoderechodeestaestructuraemergen

fibrasmicrotubularesmuy cortas.Dadasu localización,podríanideritificarse,posiblemente.

comofibras postciliares(figs. 19 y 21).
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fig. 5— Red longitudinal
dorsal de E. focardij.
anticuerpo antí g tubulina

superficial de naturaleza ruicrotubular en
Inmunofluorescencia indirecta realizada
de Sigma. La barra representa 10 >1w.

fig. 6— Detalle de las tríadas de microtúbulos que constituyen
longitudinal superficial en células permeabilizadas con Triton x-íoo.
barra representa 0,25 gm.

lado
con el

la red
TEM. La

fig. 7— corte oblicuo de una célula permeabilizada con Triton X-i00 en la que
se observan los haces microtubulares de la red transversal superficial. La
barra representa 0,25 pn~.

fig. 8— Organización del citoesqueleto microtubular en el lado v~ntra¿ oc una
célula de E. focaráii. mnmunofluorescencia indirecta realizada con
anticuerpo anti g tubulina de Sigma. La barra representa 10 pn. ¡

fig. 9— Sección transversal a nivel de la película en el lado ventral de una
célula permeabilizada. En esta zona la red longitudinal superficial esr4
formada por microtúbulos individuales y reforzada en las crestas pelicularos
por tríadas de raicrotúbulos. La barra representa 1 ~im.

fig. 10— Microfotografía electrónica de barrido de la superficie
E. tocaráii. La flecha señala las cerdas constituyentes de las
dorsales. La barra representa 10 >1w.
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Mg. 11— Ultraestructura de las cerdas dorsales en E. focarclii. Am: ámpulas. uL: lasiosomas. La barra representa 0,25 pn.
Mg. 12— cin4tida dorsal en una célula permeabilizada. Sólo el cinetosoma
anterior está ciliado. T: fibra transversa. La barra representa 0,5 ~n. u
Mg. 13— Sección longitudinal de un cirro transverso. En la parto 1rrzrm~

de cada cinetosoma se aprecia la organización de las fibras anales. La barra
representa 0,5 im. u
Mg. 14— Microtúbulos postciliares asociados a los cirros transversos. La
barra representa 1 ~im. u
Mg. 15— Sección transversal de un cirro frontoventral. Se •muestra l:s
microtúbulos postoiliares asociados a la fila localizada más a la derecha de
cinetosomas. La barra representa 1 Sm. 3
Mg. 16— Red microtubular localizada por debajo de la zona aticral de
membranelas (ZAN) en la zona oral de E. focardil. La barra representa 1 r. u
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fig. 17— Detalle de las fibras postciliares asociadasa los cinetosomas de
las paramembranelas.La barra representa 0,5 pm. u
fig. 18— Detalle de las crestas orales situadas entre las paramembranelas,
reforzadas por fibras transversas. La barra representa 0,5 >1w.

fig. 19— Fibra postoral <fp> . Inmunofluorescencia indirecta realizada con el
anticuerpo anti 3 tubulina de Sigma. La barra representa 1 >1ra.

fig. 20— Detalle al TEM de la fibra postoral (~) . La barra representa 2 >1w. u
fig. 21— Sección transversal del complejo paroral. La barra representa 0,5 Epra.

u
u
u
¡
u
u
u





Res ulto4os

como control (fig. 23). Las imágenes obtenidas por inmunofluorescenciaindirecta

mostraronel patrón microtubular típico de esta especie(fig. 24) y descrito de manera

detalladaen estudiosanteriores(Valbonesiy Luporini, 1990; Serranoet al., 1992: Arregui

et al., 1994).

2.1.2. Reactividadde los anticuerposdirigidoscontralassecuenciasde la atubulina

Respectode los anticuerposanti atubulina,desglosaremosbis resultadosen función

de la secuenciacontrala quevan dirigidos:

a(l-13): De los anticuerposensayadoscontra esta secuenciasólo el anticuerpo

monoclonalP2C1Oreconocióla tubulinade E.focardii, ademásdeotrasproteínaspresentes

en los extractos celulares de este ciliado (fig. 25(a)); sin embargo, los experimentos de

inmunofluorescenciaindirectano proporcionaronuna tinción específicade los sistemas

microtubularesde estaespecie(fig. 26(a)).

a(155-168):MientrasquelosanticuerposP6B1lyP3B7reaccionaronpositivamente

conlos microtúbulosdel ciliadouna vezfijado, mostrandounaimagensimilar a la obtenida

con los anticuerposanti ¡3 tubulina; los anticuerposP12B2y P6B5 presentaronuna débil

reaccióncon la proteínaen ambostipos de ensayo(figs. 25(b) y 26(b)).

ct(214-226):Los resultadosdel inmunoblotevidenciaronel reconocimientode laa

tubulinade E. focardii (fig. 25(c)), ademásde reactividadcon otrasproteínasdel extracto.

Mientrasqueconel anticuerpoPlF5 obtuvimosresultadosnegativosen los experimentos

de inmunofluorescenciaindirecta,el anticuerpoP3D1Omostróunatinción específicade los

cilios de cirros y membranelasen la caraventral del ciliado (fig. 26(c)).

a(430-443): De los dos anticuerposensayadoscontra esta secuenciasólo el

etiquetadocomo Pl2E11 decorólas redesmicrotubularesde E. focardii y reconocióla

tubulinadel ciliado en los inmunoblot realizados(figs. 25(d) y 26(d)).
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2. CARACTERIZACIÓN DE LA TUBULINA DEL CILIADO ANTÁRTICO

2.1. REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A

PÉPTIDOS SINTÉTICOS DE a Y BTUBULINA

Losanticuerposfrenteaoligopéptidossintéticosdeay ¡3 tubulinaporcinautilizados

en esteestudiosecorrespondenconregionesde la proteínaevolutivamenteconservadasy

con un posible papel funcional en la formación de los microtúbulos (veáse “Discusión”).

.9’

Para especificarla localización del epítopo reconocido por estos anticuerpos,

representamosen un diagrama(fig. 22) las poÉicionesde estos p¿ptidos dentro de la

secuencia de cada subunidad.

fig. 22- Diagrama representativoespecificandolos epftopos reconocidospor los

- 1-13 153-165 241-256
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ct-tubulina
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DM113P14114 P4D6 I’208
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155-168

m
E’ ¡2132
P613II
¡‘6135
P3137

214-226

m
¡‘¡¡‘5
¡‘3D lO

430-443

a
I’12L1 ¡
¡‘1 6G4

La reactividadde los anticuerposantisecuenciafrente a la tubulina del ciliado

antártico fue ensayadatanto en células completas(inmunofluorescenciaindirecta) como

frentea extractoscelulares(westernblot).

2.1.1. Reactividad de los anticuerpos dirigidos contra las secuencias de la II tubulina

Los anticuerposensayadosreaccionaronespecíficamenteconla bandade LI tubulina

obtenidade un extractode E. focardil, así corno con la de la tubulina bovina utilizada
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fig. 23— western blot realizado con anticuerpos dirigidos contr.a secuencias
de la 13 tubulina porcina. Inmunoreconocimientode la tubulina cetebral bovina
[purificada, <2, 4, 6, 8)1 y de la tubulina de E. ffocardii [en muestras de U
extractos completos del ciliado, <3, 5, 7, 9fl. A, anticuerpo 21454 dirigido
contra la secuencia 13<1-13>; 5, anticuerpo 24D6 dirigido contra la secuencía
13<153-165>; c, anticuerpo 2208 dirigido contra la secuencia 13<241-2%>; 0, 1anticuerpo DM15 dirigido contra la secuencia 3<412-431>. <1> patrón de pesosmoleculares.

fig. 24— Inmunofluorescencia indirecta realizada con anticuerpos dirigidos Econtra secuencias de la 13 tubulina porcina. Elementos microtubulares teñidos
por estos anticuerpos en el lado ventral de células permeabilizadas y fijadas
de E. focardii. La barra representa 20 >1w. A, célula incubada con el antituerpo
21454 especfico frente a 13(1-13> en la que se observan los cirros ventrales 1con haces microtubulares asociados a cada uno de ellos y las estructuras
orales: zona adoral de membranelas, membrana paroral y fibra postoral; 5,
célula incubada con el anticuerpo P4D6 específico frente a i3<153-165>, en ella
se distinguen claramente los cilios que forman parte de los cirros y de las
sunerficial; o, célula incubada con el anticuerpo 2203 específico frente a
membranelas orales y algunos de los microtúbulos longitudinales de la red
13<241-256>; D, célula incubada con el anticuerpo DM15 de Amnersham específico
frente a 13<412-431) . Las fotografías obtenidas empleando estos dos últimos uanticuerpos muestran unas imágenes muy similares a las descritas con los

anticuerpos mencionados previamente.
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1fig. 25— Western blot realizado con anticuerpos dirigidos contra secuenciasde la a tubulina porcina. tnnunoreconocimiento de la tubulina cerebral bovina

Epurificada, <1, 3, 5, 7>] y de la tubulina de E. focardii Een muestras de
extractos completos del ciliado, <2, 4, 6, 8)3. A, anticuerpo P2C10 dirigido 1’contra la secuencia a<1-13>; E, anticuerpo P6B11 dirigido contra la secuenciaa<l55-168>; C, anticuerpo PíES dirigido contra la secuencia a(214-226>; D,

anticuerpo ?12E11 dirigido contra la secuencia a<430-442>. ¡tig. 26— Inmunofluorescencia indirecta realizada con anticuerpos dirigidoscontra secuencias de la a tubulina porcina. La barra representa 20 >1w. A,
tincién inespecífica de la célula incubada con el anticuerpo P2C10 dirigido
contra a<l-l3>; 5, débil reactividad de los sistemas tnicrotúbulares de E. •1tocardii con el anticuerpo PEBlí dirigido contra la secuencia a<’l55-163>; 2,cilios de cirros y membranelas en células incubadas con el anticuerpo SODIO
dirigido contra a(214-226>; D, elementos microtubulares teñidos por el
anticuerpo P12E11 dirigido contra a<430-443> en el lado dorsal de una célula
permeabilizada y fijada de E. Éocardii: filas de cilios y cinetosomas. ¡
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2.2. ANÁLISIS COMPARATIVO DE LAS SECUENCIAS AMINOACIDICAS DE

LAS ISOFORMAS DE LA B TUBULINA DE E.focardil

A partir de lassecuenciasgénicasde lascuatroisoformasde la LI tubulinaobtenidas

por el equipode la Dra. Miceli en la Universidadde Camerino(Italia), nos propusimos

localizarlas regionesmásdivergentesde las mismasmediantesu alineamiento.

Este análisis puso de relieve que se trata de polipéptidos mayoritariamente

conservados,en los que las sustitucionesde aminoácidosse encuentranrestringidas,en la

práctica, a los siguientes dominios: 51-65, 164-192, 312-335, 375-393 y extremo

carboxiterminal.

Como semuestraen la tabla 3, las dos isoformasBtl y 13t2 ‘de E. focardii son muy

parecidasentresi (con un 97,3%de identidaden la secuenciaaminoacídica),mientrasque

si comparamosestassecuenciasaminoacidicascon las de la formas Lit3 y 8t4 este

porcentajedisminuye notablemente.El grado de identidadentre 13t1 y Bt4 se reduceal

83,4%,lo que indica que la ¡3 tubulinaen esteorganismoesmarciadamenteheterogénea.

Dehecho,si secomparanestascuatrosecuenciascon las de organismosdel mismogénero

no adaptadosal frío, como Euplotescrassusy E. octocarinatus,los valoresde identidad

se sitúan,respectivamente,entreel 94,4%y el 84,1% y entreel 93,7%y el 83,0%.

Tabla3- Valores porcentualesde identidad de ¡a secuenciaprotefca de las cuatro ¡soformasde B-tubulina (13t1.
13t2, 1313 y 8t4) comparadasentreellas y con las de las fi tubulinade E. crassus(Harpa y Sahn, ¡989) y E.
octocarinatus(Liang eL al., 1994).

Porcentajedesimilitud

1 2 3 4 5 6

E. focardii 13t1: 1 . 97.3 85.6 83.4 94.4 93.7 1

E. focardii Bt2: 2 . 87.2 84.5 94.6 94.3 2

E. focardii 13t3: 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. Análisis de las regionesmásdivergentesen la fi tubulina

El análisis minucioso de tres de las cinco regionescon mayor incidencia de

sustituciones(posiciones 164-192, 312-335, 375-393)) no permitió obteneruna pauta

significativa de distribución de las mismas.

Las sustituciones especificas de E. focardil que se localizan en la región

aminoterminal de la proteína entre las posiciones 52 y 63 de la secuencia aparecen

agrupadas.En la figura 27 se especificanlas sustitucionespresentesen estaregión.En las

secuenciagénicasde Btl, Bt2 y 13t3, dichassustitucionespodríanderivarsede un proceso

de insercióny deleciónde un nucleótidoque provocaríaun cambioen el marcode lectura

de la secuenciagénica: se insertauna C en la posición 169 y se elimina una T en la

posición 180, lo que da lugar a un cambio de la secuenciaproteicadel aminoácido57 al

60; en particular, en la posición 57, en la que en el resto de lás especiesapareceun

aminoácidono cargado,se apreciauna sustituciónpor un aminoácidobásico.

En cuanto a la isoforma Bt4 se observanasimismo sustitucionesen el tramo

inmediatamenteanteriorde la secuencia,entrelos aminoácidos52 ~ 56 inclusive. En este

caso,ademásde la posición57 también la posición 56 presentaun aminoácidobásicoen

sustituciónde uno habitualmenteno cargado.

fig. 27- Secuenciagénica de la E tubulina de E. focaTáil del aminoácido 52 ái 63. Comparacién con las
secuenciasde otrosciliados no adaptadosal frío. Seresaltanen negrita las sustitucionesaniinoacídicasespecíficas
de la especieantártica.

54 Ala Thr Gly cly Arg Wr Val Pro Arg Ala 6
P. tetraurelia
T.therrncphila - - - - - - - - - -

S. Iemnae - - - - - - - - - -

E. octocarinatus — - - — - — - — — —

E. crassus OCA ACT CGT CGT AGA ‘PAT GTT CCA AGA GCT

Ala Thr aly Arg Lys Ile Cys Pro Arg Ala
E. ffocardii Stl OCA ACT OGA CGO AAG ATA TGT CCA AGA GCT

St2 - - - - - - - - - -

St3 - - - - - - - - - -

St4 S2Zle QluThrLeuLys- - - - - -
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Otra característicade la 13 tubulina de E. focardii es la presenciade varias

sustitucionesen el dominio carboxiterminalde la proteína.Esta región estáen general

integrada,según se desprendede la comparaciónde la secuenciade muy diversos

organismos,porun tramomuy conservadoseguidode un tramomuy variablequeparteen

generaldel aminoácido438 (fig. 28).

En el primero de ambos tramos (generalmente muy conservado), en dos de los genes

de la 13 tubulina de E. focardii seapreciandiversassustitucionesaminoacídicas.En el gen

Bt3 hemosidentificado 4 sustituciones(Cys 425, Cys 427, His 428 y Tyr 430) y una

inserción(Gly 433)que, en comparaciónconla secuenciasde otrosorganismos,serevelan

únicasen estaespecie.En el gen 13t4 seha identificadouna solasustituciónespecíficade

E. focardii (Cys 424) y una inserción«Síu 434).

Por último, mencionaremosla sustitución‘de residuosGlu por residuosAsp en la

región variabledel dominio carboxiterminal.Especialatenciónmereceel glutámico de la

posición439 que,en los cuatrogenes,estásustituidopor un aspártico.Estees el sitio más

común de la poliglutamilaciónde la 13 tubulina de todos los organismos,incluidos los

protozoos(Bré et al., 1994).Además,en dos de las isoformasde la 13 tubulina (13t3 y 13t4)

aparecen,en la estructuraprimaria, sitios potencialesde fosforilación: una sernaen

posición 443 en la isoforma Bt3 y una treonina en las posiciones 443 y 445 en la isoforma

13t4.

fig. 28- Secuenciade la regién carboxiterminal de la ¡3 tubulina de E. focardii, alineada con las secuenciasde

E. crassu.s(Harpa y labn. 1989),Stylonychialemnae(Witte etal.. 1995).ParanzeciuMte!raurelia (Dupuis. 1992>,
Tetrahymenapyr¿fonnis(Barabona et aL, 1988). Notoihenia coriicepsneglecta(Detrich y Parker, 1993) y los
isotipos II y III de vertebrado (Sullivan y Cleveland. 1986). En negrita se indican las sustitucionesespecificasde
E. focardii y subrayados aparecenlos sitios potencialesde fosforilacién.

421
E. tocardii lAtí EYQQYQDATA EE. .EGEFDD EEEMVV..

13t2 EYQQYQDATA ES. .EGEFDD EEEMDV..
St3 EYQQCQCHTY EEG.EGEPDD EDSEL...
St4 EYQCYQDATA EDEEEEQYDQ EDTDT...

E. crassus EYQQYQDATA ES. .EGEYVE DEDEMDGM
E. octocarina tus EYQQYQDATA ES. .EGEMflE ESCAME..
5. lemnae EYQQYQDATA ED. .SEEMDE EQIdE.
T. pyriformis EYQQYQDATA SE. .SGSFSEESGEN...
1’. tetraurelia EYQQYQDATA SE. .SGEFSES.GSQ...

Isotipo II <ratón> SYQQYQDATA SEEGSFSEESOSDEA...
ti. con:ceps SYQQYQDATA SEEGEFSESG.......
Isotipo III (polla) EYQQYQDATA SSEGSMYEDD SSESQGAX
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2.2.2. Predicciónde las estructurassecundariasde la ¡3 tubulinadeE. focardil

El análisisde las prediccionesde estructurassecundarias‘de la ¡3 tubulina de E.

focardii realizadomedianteel métodoPHDsec(Rost y Sander,1993;Rosty Sander,1994)

indica que el contenidoporcentualde a-hélice,¡3-lámina y giros y buclesde cadauna de

las cuatroisoformasesel siguiente(Tabla 4):

Tabla4- Contenidoporcentualde elementosdeestructurasecundariaencadaunadc lasisoformasde ¡3 tubulina
de E.focardii.

a-hélice ¡3-lámina Giros y bucles

Bt1 35,1 20,5 44,4

13t2 34,7 22,1 43,2

13t3 35,2 20,1 44,7

¡3t4 36,6 21,1 42,2

Estasprediccionesnosmuestranunasconformacionesmuy similaresde

los diferentesisotipos. Las principalesdiferenciasparecenencontrarsea nivel del

dominio carboxiterminal(fig. 29).

fig. 29- Modelo de la estructurasecundariade laregióncarboxiterminalde los cuatroisotipos de la <3
tubulina de E.focardil predichaa partirdel análisisde la secuenciaaminoacídicacorrespondiente.

Iitl-2
400
GEGMDEMEFrEAESNMNDLVSEYQQYQDATAEEEGEFDDEEEMDV

LLLHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH L LLL
8t3
400
EGMDEMEFTEAESNMNDLLSEYQQCQCHTYEEGEGEFDDEDSEL
LLL HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHLLL
8t4
400
GEGMDEMEQIEAESDMNDLVAEYQCYQDATAEDEEEEQYDQEDTDT

LL HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH LL
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En estedominio, el métodoPHDsecpredice una mayor potencialidadde

formaciónde unaa héliceen el extremoC-terminalen el casodel gen Lit4 queenel del

Bt3 y, a su vez, enésteque en el de los 13t1-2.

u
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3. FUNCIONALIDAD SELECTIVA DE LOS ISOTIPOS DE fi TUBULINA

ENESTECILIADO

3.1. PRODUCCIóN DE ANTICUERPOS MONOESPECÍFICOS

3.1.1. Selección de secuencias inmunogénicas

Parala obtenciónde anticuerpospoliclonalesespecíficosfrentea las distintas

isoformas,analizamoslos datosobtenidosen el estudio,medianteel métodoPHacc,de

la accesibilidadal solventede las regionesmás divergentesmencionadasen el apanado

2.2.1.

El análisisde los resultadosde accesibilidadnos indicó qué la regióndel

extremocarboxiterminalconstituíael epítopoóptimo paraserusadocomoinmunógeno,

dadoel claro predominio del carácterexpuestode los residuosy sus altosvaloresde

accesibilidadal solvente,con gradosde confianzade las prediccionesparacadaresiduo

muy elevados(fig. 30).

fig. 30- Prediccionesde accesibilidadal solventede los péptidos carboxiterminales de la 13 tubulina de E.
focardii. (AA) secuenciade aminoácidos.(P 3) predicciénde accesibilidadal solvente: oculto (b), expuesto
(e).

st1-2

AA
ACCESIBILIDAD
3*: P3acc
100: PHD acc

AA
ACCESIBILIDAD
3’: P3acc
10’: PHD aco

AA
ACCESSIBILIDAD
3*: P3acc
10’: PHD aco

SYQQYQDATASESGSFDDESEMDV

ebeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

707767777777777777777779

YQQCQCHTYESGSGSFDDEDSEL

bee eeeeeeeeeeeeeeeeeee
07757777677777777777779

EYQCYQDATAEDSESEQYDQEDTD

ebeeeeeeebeeeeeeeeeeeeeee
7077677760777777777777799

St 3

2t4
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De acuerdo con estos criterios seprocedióa la síntesisquímicade cinco

péptidosdistintos:

13t1-2 CEEEGEFDDEEEMDV
13t3 CHTYEEGEGEFDDEDSEL
13t4 CEDEEEEQYDQEDTDT
l3t1~2* CGEFDDEEEMDV
13t4* CQYDQEDTDT

La denominaciónde los péptidosserealizó a partir de la isoforma

correspondientede la 13 tubulina.

En el caso de los isotipos13t1 y Bt2, la secuenciaelegidaera plenamente

coincidente,por lo que no sepudo discriminarentreuno y otro. Se eligieron las dos

secuenciasmás cortaspara optimizarla especificidadde los suerosfrentea los isotipos

1-2 y 4, lo que tiene como inconvenientequeestosepítopospodríanno provocaruna

respuestainmunológicasuficiente.

A cadauno de los péptidossele adicionóun aminoácidomás,una cisteina,

aminoácidoqueaportaun gruposulíhidrilo queproporcionaun sitio de unión a la

proteínatransportadora(en el casodel péptido 13t3, estacisteinano puedeconsiderarse

adicional,puestoquesehalla presenteen la propia secuenciaaminoacídicacodificada

porestegen). Paramedir la eficaciaen la incorporaciónde esteaminoácido,serecurrió

a un métodoespectrofotométrico,el métodoElíman (1959). Los resultadosobtenidos

fueron de un 49%, un 59%, un 23%, un 79% y un 95% de eficacia, respectivamente,

paralos isotiposBtl-2, Bt1~2*, Bt3, Bt4 y Bt4*. Como proteínastransportadoras

utilizamos KLH (hemocianina)y BSA (albúminade suerobovino), habitualmente

empleadasen estetipo de experimentos.La KLH seutilizó con Btl-2, BtI~2*, Bt4 y

Bt4*, usandoMBS (m-maleimido-benzoilN-hidroxisuccinimidaéster) comoagentede

unión al péptido a travésde las cisteinas.En el casodel péptido Bt3, nospareció mas

adecuadousarglutaraldehídoy BSA, dadoel bajo valor obtenidoen la cuantificaciónde

cisteinas(23%).
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fig. 31- Complejos péptido-proteina transportadora usadoscomoinmunégenospara la producción dc
anticuerpos específicos de los isotipos de la 8 tubulina de E. focardil.

Péptido immunogénico

CEEEGEFDDEEEMDV

Proteína transnortadora Conejos

C4.C5IAtl-2: KLH (MBS)
13t3: CHTYEEGEGEFDDEDSEL BSA (GA) C6.C7
Bt4: CEDEEEEQYDQEDTDT KLH (MBS) CS.C9
13t4*: CQYDQEDTDT KLH (MBS) CíO
Bt1~2*: CGEFDDEEEMDV KLH (MBS) CII

3.2. ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS

La obtención de anticuerpos en el suero de los conejosfue analizadamediante

ELISA. En los ensayos que mostramos, el antígeno utilizado paraactivar las placasfue

tan sólo el péptido,con el fin de detectarexclusivamentelos anticuerposantipéptidoy

no aquellos otros dirigidos contra la proteína transportadora. Se observaron respuestas

positivasparalas cinco secuenciaspeptídicas.La figura 28 muestralas curvasobtenidas

paralos diferentessueroscuandoéstosfueron incubados,a las dilucionesindicadas,en

placasactivadascon 0,1 ~igde péptido en cadapocillo.

fig. 32- ELISA contra péptidos sintéticosde sueros antipéptidos.

coliejo (péptido)
— CS (flht~
—1— ti taj>

—E— CiD (114’)

-44- CII (RitZ.)

100000

fibftorbancia
2

.1,3

1

0,5

o
100 1000 10000

1/dilución
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Segúnseobserva,los suerospresentaronun título antipéptidosignificativo.

Posteriormente, se ensayó asimismo mediante ELISA la reactividad cruzada de

estossuerosfrentea los otros péptidos.En la figura 33 serepresentanlas curvas de

resultadosde esteexperimento.En estepunto, y dadoslos resultadosobtenidoscon el

sueroCíO, desechamosestesueroparaexperimentosposteriores.

La especificidadtambiénse probó medianteensayosde inhibición en

experimentosde inmunofluorescencia,tal y comoya se ha mencionadoen la sección

Materialesy métodos”.En uno de los experimentos,el anticuerpoutilizado seincubó

con un excesode concentracióndel péptido,mientrasque en otro se utilizó el suero

preinmune.La fluorescenciadisminuyómarcadamenteen amboscasos(fig. 34).

3.3. CARACTERIZACIÓN DE LOS SUEROS

Los suerosobtenidosse denominaronanti Btl-t2, anti 13t3 y anti 13t4. Analizamos

si la ¡3 tubulina de E. focardii, entreotras proteínascelulares,era reconocida

específicamentepor los mismos.Paraello, realizamoselectroforesisen gelesde

poliacriamidade extractoscompletosdel ciliado seguidosde westemblots con cadauno

de los antisueros.

Asimismo, empleamoscélulasde E.focardii previamentepermeabilizadasy

fijadasen experimentosde inmunofluorescenciaindirectaparala localizaciónde los

diferentesisotiposen los sistemasmicrotubularesdel ciliado.

3.3.1. Inmunoreconocimientomediantewesternblot

* Anti Btl-2 (C41C5y Cii)

Los suerosde los conejosC4/C5 y Cli producidosfrenteal isotipo 13t1-2

reaccionaroncasiexclusivamentecon una bandacuyo pesomolecularcoincidecon la

tubulinade E. focardii (fig. 35). Sólo a dilucionesmuy bajasde los sueros,se

detectaronalgunasbandasmásdébiles,quepodríancorrespondera fragmentos
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fig. 33- Reactividad de los suerosantipépúdos con los distintos péptidos sintt~ticos.
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proteolíticos de la propia tubulina o bien a otras proteínas que comparten el mismo

epitopo.

* Anti ¡*3 (C61C7)

Las curvas del ELISA indican claramente que los sueros C6/C7 reaccionan

específicamente con la secuenciaelegida.No obstante,cuandolos experimentosde

westernblotfueronrealizadosen las mismascondicionesque para~el isotipo anterior

(fig. 35) la especificidad obtenida con este anticuerpo resultó menos concluyente.

Teniendo en cuenta el distinto método seguido para la obtención de los sueros contra el

isotipo Bt3 (véaseel apanado 3.1.1.), se probé un procedimiento diferente para la

realizacióndel blot (variandoel protocolode transferenciade proteínas,de modo quese

sustituyeronlas membranasde nitrocelulosapor las de PVDF, y empleandoademásun

sistemade electrotransferenciadiferente,véase“Material y métodos”).Con ello se

consiguióreconocerla bandade la tubulina (fig. 37).

* Anti ¡*4 (CS)

Los análisisde inmunoblotcon los extractoscelularesde E. focardil indican el

reconocimientopor el antisueroBt4 de la isoformacorrespondientede ¡3 tubulina, si bien

estabandase sitúaligeramentepordebajode la correspondientea las isoformas1-2

(fig. 35).

Porotra parte,seobservóque los suerosC4/C5 y C6/C7 (generadosfrentea los

isotiposBtl-2 y Bt3, respectivamente)no reconocenni la tubulinapurificadade cerebro

bovino (fig. 35) ni los extractoscelularesde otro ciliado,Parameciumsp. (Miceli,

comunicaciónpersonal),mientrasque el anticuerpofrentea Bt4 se une fuertementea

ambos.

3.3.2. Localización celular de las isoformas de fi tubulina
* Anti Btl-2

Las microfotografíasmuestranque los anticuerposespecíffrosde las secuencias

correspondientesa los isotiposBtl-2 decorantanto las redesmicrotubularessuperficiales
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presentesen esteciliado como los microtúbulosaxonemalesde los cilios, los

cinetosomasque sirven de basea los cirros, las fibras denominadasanalesque partende

la basede los cirros transversos,asícomo las fibrasque sirvende anclajeparael resto

3 de los cirros, la ZAM y la membranaparoral(fig. 36). Todasestasestructurasson

reconocidastambiénporel anticuerpoDMlB, tal y comose muestraen la figura 36(t).

3 Las imágenessuperpuestasde la figura 36(g) muestranla localizacióncomparadade

ambosanticuerpos(en amarillo aparecenlas estructurasreconocidastanto poruno como

por otro). Por otraparte,los mencionadosanticuerposespecíficosreconocenla banda

correspondientea la 13 tubulinaen todaslas fraccionescelularesde E. focardii, aunque

más débilmenteen la fraccióndel cortex (fig. 37).

* Anti ¡*3

El anticuerpoanti 8t3 reconoceespecíficamentelos microtdbulosde los cuerpos

basales(fig. 38). Estereconocimientosehaceespecialmenteevidente(en rojo en la

imagensuperpuestade la figura 38(e)) en aquellascélulasque fueron fijadascon etanol

(véase“Material y métodos’).El resto de las estructuras(puestasde manifiestopor el

marcajeverde de la fluoresceínaen la figura 38(c) no muestranreactividadalgunacon

dicho anticuerpo.Estesueroreconocebásicamentela fraccióncelular de cortex(fig.

37), lo cual sugiereque esteisotipo de ¡3 tubulina tiene una localizacióncelular

específicaen los cuerposbasales.

* Anti ¡*4

La inmunofluorescenciaindirectaconestesueromuestraun resultadomuy

similar al obtenidoconel anti Btl-2, aunquelos cilios que componencirros y

membranelassetiñen conmayorintensidad(fig. 39). Se observatambiénunadébil

reactividadde los cuerposbasales.Además,esteanticuerpopareceteñir redes

intracitoplasmáticas(visiblesen rojo en la imagensuperpuestade la figura 39(e).

El anti 8t4 reconocetodaslas fraccionescelulares,aunquelafracciónaxonemal

de un modo másintenso(fig. 37).
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3.4. EXPERIMENTOS DE ENSAMBLAJE DE LOS MICROTÚBULOS

CITOPLASMATICOS A DISTINTAS TEMPERATURAS

Paradeterminarsi el ensamblajede un isotipo especificodependeen alguna

medida de la temperatura, realizamos ciclos de despolimerización-repolimerizaciónde

los microtúbuloscitoplasmáticos(menosestablesqueel resto)de;E.focardil tanto a

200C comoa st.

Como puedeobservarseen la figura 46, con el sueroanti Btl-2 la reacciónes

especialmenteevidenteen el casode la muestraobtenidacon unatemperaturade

polimerizaciónde it. Frenteal sueroanti 13t4, los microtúbuloscitoplasmáticos

mostraronuna fuerte reaccióncuandose llevó a cabola repolimerizacióna 200C,

mientrasqueno sedetectóningunaseñalen la fracción polimerizadaa St (fig. 40). El

sueroanti 13t3, en cambio,no reconocióningunade la muestrasensayadasen este

experimento.Sin embargo,si se obtuvo una reacciónpositiva cuandoesteúltimo suero

se ensayósobrela membranaque conteníael sedimentoresultantede la centrifugación

de los extractoscelularestratadoscon Ca~(véase“Material y métodos”),dondeesde

esperarque seencuentrenpresenteslos microtúbulosmásestables,no despolimerizados

ni siquieraen presenciade Cat incluidos los correspondientesa las basesciliares.

* Detecciónde microtúbulos fosforilados

Porúltimo, verificamosla reactividadde un anticuerpoanti P treonína.Este

anticuerpocomercialreaccionócon mayor intensidad,al contrario’queel anticuerpoanti

¡3t4, con los microtúbuloscitoplasmáticospolimerizadosa St (fig. 40).

La falta de reconocimientoporpartedel sueroanti Bt4 de los microtúbulos

polimerizadosa 50C podríadebersea una modificaciónpostraduccionalde la secuencia

correspondiente.Además,como ya seha mencionado,en dichasecuenciaexistendos

posiblessitios de fosforilación (Tre). De hecho,la fracción citoplasmáticafue

reconocidapor el anticuerpoanti Bt4 de forma más intensaen la muestrasometidaal

tratamientode defosforilación,mientrasque el control realizadosin fosfatasasmostró

una reacciónmásdébil (fig. 41).

67



u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u

fig. 34— Imágenesde inmunofluorescencia indirecta en ensayosde inhibición
realizados para probar la especificidad de los sueros dirigidos frente a los uisotipos de la 13 tubulina de E. focardii. La barra representa20 pra. <A, 0, E>los anticuerpos anti Stl-2 <A>, anti SU <0> y anti it4 <El se incubaron con

un exceso de concentración de péptido Stl-2, 3t3 y i3t4, respectivamente. <B,
D, E> sueros preinmunes de los conejos OS (inmunizado con el páptido Sti-2,
<BM, 07 (inmunizado con e]. péptido Att <DIII y CE ~inmunizado con el péptido

íAt4, <FM. u
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tig. 47— Inmunofluorescericia indirecta realizada con el anticuerpo 61151 en 1células permeabilizadas y fijadas de la especie atemperada Euplotés vannus. Labarra representa 20 ¡umn. A, lado dorsal; E, lado ventral.

fig. 48— Inirunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo 2T225 en 1células permeabilizadas y fijadas de E. vannus. La barra representa 20 pm. A,lado dorsal; E, lado ventral.
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tig. 35— Western blot realizado con los sueros obtenidos frente a l’:’s ¡isotipos de la 13 tubulina de E. focardii. A, gel teñido con azul de coomassie:<1> patrón de pesos moleculares, (2> tubulina cerebral bovina purificada, (3>
extracto de cultivo de E. tocardii. Thmunoreconocimiento de la tubulina
cerebral bovina [purificada, (4, 6, 3, 10, 12>] y de la tubulina de E. focardil
[en muestras de extractos completos de cultivos del ciliado, <3, 7, 9, 11, 13>] ¡
con: 3, DM13, anticuerpo empleado como control; c, suero 05 producido frente
al isotipo tAtl-2; D, suero Oíl también producido frente al isotipo StI-2; £,
suero 07 producido frente al isotipo StS; F, suero CO producido frente al
isotipo 13t4. ¡
fig. 36 (A—D)— Sistemas microtubulares de E. Éocardii teñidos con los
anticuerpos específicos de las secuencias correspondientes a los isotipos iltí-
2. Inmunofluorescencia indirecta, microscopio de inmunofluorescencia 1
convencional. La barra representa 20 p.m. u
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fig. 36 (E—O) — Inmunofluorescencia indirecta realizada con los anticuerp s ¡específicos de las secuencias correspondientes a los isotipos Atl-2.Microscopia confocal <fotografías de F. Ballarini> . La barra representa 20 j¿m.

<E> el anticuerpo antiisotipo ha sido revelado con un anticuerpo secundar
conjugado con Texas red; (F> el anticuerpo monoclonal DMlB, emplead’; con
control, ha sido revelado con un anticuerpo secundario conjugado cun 1
fluoresceína; <0 imagen obtenida de la superposición de las dos ‘precedentes.

tig. 37— Reactividad en western blot con los sueros obtenidos contra 1 ¡isotipos de la 13 tubulina de E. Éocardii frente a tres fracciones celulares deE. ffocardii: axo <fracción axonemal, cilios>, cortex <fracción cortical> y cyto
<fracción citoplasmática) . Se señala la banda de la 13 tubulina reconocida por
los anticuerpos <fotografía de 5. Pucciarellil. ¡
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fig. 38— Resultados de inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo ¡especifico del isotipo BU. La barra representa 20 Mm. A,B, imágenes obtenidasde células de E. Éocardii fijadas con paraformaldehído con un microscopio de
inmunofluorescencia convencional; C-E, imágenes obtenidas de células fijadas
con etanol con un microscopio confocal <fotografías de 2. Ballarini> <O> e
anticuerpo antiisotipo ha sido revelado con un anticuerpo secundario conjugad 1
con Texas red; <D> el anticuerpo monoclonal DMlS ha sido revelado con unanticuerpo secundario conjugado con fluoresceína; <E) imagen obtenida de la
superposición de las dos precedentes. ¡
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fig. 39 (A,B>— Inmunofluorescencia indirecta realizada con e’]. anticuerpo
específico del isotipo Bt4. Microscopio de inmunofluorescencia convencional.
La barra representa 20 gm.

fig. 39 (C—E>— Imágenes obtenidas con un microscopio confocal
mismo procedimiento descrito en las dos figuras anteriores. La barra
40 pm.
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fig. 40— Western blot realizado con anticuerpos específicos de las secuencias
correspondientes a los isotipos 13t1-2 y 13t4, asi como con un’ anticuerpo udirigido contra las treoninas fosforiladas. Inmunoreconocimiento de los
microtúbulos citoplasmáticos de E. focardii inducidos a repolimerizarse a unas
temperaturas de 2000 y 500. u
tig. 41— Western blot realizado con los anticuerpos específicos de las
secuencias correspondientes a los isotipos Sti-2 y 13t4. Inmunorecono’2imiento
de los microtúbulos citoplasmáticos de E. focardii: <O muestra sometida a un
tratamiento de defosforilación; ½) muestra control a la que no se le ha ¡
añadido fosfatasa.
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Resultados

4. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES EN LA TUBULINA DE

E. focardil

Ademásde la posiblefosforilación a que sehacereferenciáen el anterior

apartado,sepusode manifiestola presenciade modificacionespostraduccionalesen la

tubulina de E. focardii medianteanticuerposespecíficosfrente a tubulinaacetilada.

tirosiladay poliglutamilada.

Nuestrosresultadosmuestranla existenciade tubulina acetiladay glutamiladaen

las célulasde E. focardii, mientrasque no seobservóningunareactividaden los

extractosde E. focardii usandolos anticuerposfrentea tubulina tirosilada(1A2 y

YLl/2) (fig. 42). El anticuerpodirigido contrala tubulinaacetiladáreconoceuna única

bandaquemigra de forma similara la a tubulina de la muestradé tubulinacerebral

bovinautilizada comocontrol (fig. 42(b)). En relacióncon el anticuerpoGT335,cuando

seanalizaronlos extractosde E. focardil por inmunoblottingse reconocióuna banda

gruesay difusa, siendoimposibledistinguir si la reactividadcorrespondea la a o a la ¡3

tubulina de Euplores,debidoa la comigraciénde ambasbandas(fig. 42(c)).

4.1. CELULAS INTERFÁSICAS DE E. focardil

4.1.1. Microtóbulos acetilados

La acetilaciónsedetectópreferentementeen los microtúbulosaxonemales,de

maneraque los orgánuloscompuestosde cilios, comosonlos cirros locomotores,la

zonaadoralde membranelas,el complejoparoralo los cilios de las cinetiasdorsales,

resultanfuertementeteñidosen las preparacionesde inmunofluorescenciarealizadascon

el anticuerpo(fig. 43). Lasfotografíasmuestrantambiénla decoraéióndiferencial a lo

largo de la estructuraaxonemaly, en particular, la fuerte tinción de la región distal del

axonemaciliar.

Tambiénestánacetiladoslos hacesmicrotubularesque partende la basede cada

uno de los cirros, los microtúbulosasociadosal sistemade la vacuólacontráctil(fig.
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43(c)), una red de microtúbuloslocalizadosbajo las membranelas(fig. 43(a)), y algunos

microtúbuloscorticales,sobretodo aquellosque constituyenla red transversal(fig.

43(b)). Estared estálocalizadabajo la red longitudinal, también¿onstituidapor

microtúbulos,de los cualessólo una parteestánacetilados(fig. 43(d)).

4.1.2. Microtúbulostirosilados

Usandoel anticuerpo1A2, no fue posibleobteneren el inmunoblotuna reacción

positiva conlos extractosde E. focardii; sin embargo,dicho anticuerposí reaccionócon

la tubulina cerebralbovina incubadasimultáneamente(fig. 42(a)).’A pesarde estafalta

de reaccióncon la tubulinadel ciliado en extractoscelulares,algúnasestructuras

microtubularessetiñeroncon lesteanticuerpo.Con el fin de asegurarunacorrecta

interpretaciónde los resultados,y teniendoen cuentaque Olins et al. (1989)

describieronla presenciade tubulinatirosiladaen la especiemesófilaEuplotes

eurystomus,comprobamosla reactividadde los extractosde E. focardii con otro

anticuerpoanti tubulina tirosilada,YL 1/2. No seobservóningúnteconocimientoen los

blots ni en las preparacionesde inmunofluorescenciarealizadas,16 que sugiereque los

microtúbulosde E. focardii no contienentubulina tirosilada.

4.1.3. Microtábulosglutamilados

Los datosobtenidosa partir de los experimentosde inmunófluorescencia

realizadosindican quela glutamilaciónestátambiénpresenteen los microtúbulos

axonemalesde E. focardil (fig. 44(a,b)).Estosmuestranuna Unción homogénea,en

contrastecon la descripciónque sehahechode la distribución de la tubulina

glutamiladaa lo largo de la estructuraaxonemalde Paramecium(~ré et al., 1994). Los

cuerposbasales,los sistemasmicrotubularesasociadosa ellos y la, red microtubular

longitudinalsuperficialtambiénfueron teñidos(fig. 44(a,b)).En relación con esta

última, hay una subpoblaciónde microtúbulosdentrode estared corticalque sedetecta

exclusivamentecon esteanticuerpo(fig. 44(c)), y que no resultatéñidani con los

anticuerposanti-a tubulina(fig. 44(d)) ni con el anticuerpo61 lB 11 (fig. 43(d)).
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4.2. DISTRIBUCIÓN DE LOS MICROTUBULOS MODIFICADOS

POSTRADUCCIONALMENTE DURANTE LA DIVISIÓN DE E. focardii

En un estudioprevio (Serranoet al., 1992), puedeencontrarseuna descripción

detalladade la divisióncelularde estaespecieantártica.Comohecho comúna ambas

modificacionespostraduccionales,la acetilacióny la poliglutamilación,observamosque

las estructurasmicrotubularesacetiladasy glutamiladasdescritaspara la célula

interfásicade E. focardil permanecenvisiblesdurantetodo el procesode bipartición.

Además,la tubulinaglutamiladaseobservódurantela formaciónde

determinadoselementosmicrotubulaxvsa lo largo del procesode división: primordio

oral (fig. 45(a)), primordios cirrales (fig. 45(b)), cinetosomasde las cinetiasdorsalesen

formación (fig. 45(c)) y algunoshacesque constituyenel husode‘división (fig. 45(d)).

De igual modo,la red longitudinalde microtúbulosde ambassuperficiesdel ciliado

(dorsal y ventral) permanecióvisible durantetodo el ciclo celular,comose muestraen

la figura 45(e-h).

En cuantoa la tubulinaacetilada,presentóunapautade distribución muy similar

a la descritaparala tubulinaglutamilada,con la excepciónde la red longitudinal

superficial,quese tiñó muy débilmente(fig. 46(a,b)),y de aquellosmicrotúbulos

localizadosbajo lasmembranelasen los que la presenciade tubulinaacetiladafue

especialmenteevidente(fig. 46(c)).

4.3. COMPARACIÓN DE LAS MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES

DE LA TUBULINA DE E. focardil Y DE E. vannus, UNA ESPECIE

ATEMPERADA

Se realizaroncon la especieEuplores vannus los mismosekperimentosde

inmunofluorescenciallevadosa cabocon la especieantártica,usandoanticuerpos

dirigidos contralas variacionespostraduccionalesde la tubulina. Los datosobtenidosa

partir de estosexpenmentosnos permitieronidentificar la acetilaci¿ny la glutamilación
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comolas variacionespostraduccionalesde la tubulina de esteciliado. El anticuerpoanti

tubulina tirosiladadlii, de nuevo,unareacciónnegativa.

Ambasespeciesmostraronprácticamenteel mismo patrónmorfológico

microtubularpor lo querespectaa las modificacionespostraduccionales.No obstante,en

relacióncon la acetilacióndestacaremosdos diferencias:el hechode que las cerdas

dorsalesde E. focardU parezcanestartenidascon 61 lB 1 a lo largo de un tramo de

mayor longitud queen el casode E. vannus,el cual muestrauna puntamásteñidaque

el resto del axonema(fig. 47(a)). Por otra parte, los cinetosomasdorsalesson visibles

con esteanticuerpoen el espécimenantártico,mientrasque no puédendetectarseen la

especieatemperada(fig. 47(a)).

En relaciónconla glutamilación,la principal diferenciaentreambasespecies

radicaa nivel cortical: E. focardii parecetenerun mayornúmerode microtúbulos

glutamiladosqueE. vannus en la red longitudinal. En estaúltima especie,aunquela red

longitudinaltambiénapareceglutamilada,nuncaha sido detectadade una forma tan

nítidacomoen la especieantártica(fig. 48).
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tig. 42— Western blot realizado con anticuerpos dirigidos contra 1modificaciones postraduccionales de la tubulina. mnmunoreconocimiento de larubulina cerebral bovina (purificada, (1. 3, 5)) y de la tubulina de E.
focardfi [en muestras de extractos completos del ciliado, <2, 4, 6)3.
anticuerpo 1A2 dirigido contra tubulina tirosilada; E, anticuerpo 611
dirioldo contra tubulina acetilada; 0 anticuerpo 0T225 dirigido contra u
tubulina glutamilada.

fig. 43— Inmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo 611 udirigido contra tubulina acetilada. La barra representa 20 jim. A, elementosmicrotubulares teñidos por este anticuerpo en el lado ventral de una cólula
permeabilizada y fijada de E. focardii; nótese la decoración diferencial a lo
larco de la estructura axonemal. La flecha señala la red microtubular ulocalizada bajo las membranelas orales; E, cinetias dorsales y red microtubular
superficial transversal; O, rnicrotúbulos asociados al sistema de la vacuola
contráctil; D, subpoblacidn de microtúbulos acetilados de la red microtubularsuperficial longitudinal.
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tig. 44— Inmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo CT235 udirigido contra tubulina glutamilada. La barra representa 20 p.m. A, elementos
microtubulares teñidos por este anticuerpo en el lado ventral de una célula
permeabilizada y fijada de E. focardii. Nótese la tinción homogénea a lo largo
de la estructura axonemal; B, elementos microtubultres en el lado dorsal del
mismo individuo; C,D detalle de la red microtubulár superficial loncii:udinal u
teñida con OTSSE <O) y con el anticuerpo anti a tubulina, DMlA <D) u
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fig. 45 (A—D) — mnmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo
0T225. Distribución ventral de los elementos microtubulares glutamilados E
durante el proceso de división de E. focardiÍ. La barra representa 20 gm. A,
la flecha señala el primordio oral; E, primordios cirrales; O, cólula en u
fase más tardía del proceso de división donde además de los primordios cirral
se pueden observar los cinetosomas de las cinetias dorsales en formación; D, umigración de la infraciliación ventral hacia su posición final en las cólulas
hijas. Se observan haces microtubulares probablemente implicados en esta
migración. u
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fig. 45 (E—H>— Inmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo
0T335. Distribución dorsal de los elementos microtubulares glutamilados durante ¡
el proceso de división de E. tocardii. La barra representa 20 pn. La red
microtubular cortical longitudinal permanece visible durante todo el proceso

de división. u
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fig. 46— Inmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo 61151. La
barra representa 20 M~• A,B, distribución dorsal de loÉ elementos ¡microtubulares acetilados durante el proceso de división de este ciliado; G,D,
lado ventral de las mismas células. Nótese la densa red microtubular localizada
bajo las membranelas orales.
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Discusión

1. CITOESQUELETO MICROTUBULAR DE Euplotesfocardll

Para el estudiodel citoesqueletomicrotubularde E. focardii, partimosde una

seriede experienciaspreviasrealizadascon las nuestrasoriginalesen las que hablamos

estudiadola estructurageneraldel citoesqueletoen células teñidascon plata, asícomo

el patrónmorfogenéticoduranteel procesode bipartición (Serranoet aL, 1992).

Paradeterminarcuálesde los elementos¿orticalesdescritoscon anterioridaderan

de naturalezamicrotubular,se aplicarontécnicasde microscopiaelectrónicade

transmisióny de inmunofluorescencia.Los resultadosdemuestranque, en E. focardil,

los microtúbulosconstituyenl~s elementoscitoesqueléticosprincipalesde la célula. En

líneas generales.el patrónmicrotubularde E. focardii essimilar al descritoparaotras

especiesmesófilasdel mismo género(Grim 1967, 1982; Tuffrau et al. 1968; Ruffolo

1967a,b; Jerka-Dziadoszet al. 1987; Delgadoa al. 1988; Fleury 1991a.b), es decir,

presentauna claradiferenciacióndorso-ventralcon una disposicióñcaracterísticade

ciliados hipotricos.No obstante,hemosobservadoalgunasparticularidadesen la especie

quea continuaciónse detallan:

a) En el complejoque constituyecadacetdaen las cinetiasdorsalesde E.

focardii, el cilio queemergepresentael típico patrónmicrotubulary varios lasiosomas

asociadosa su partelateral,tal y como ocurre en E. eurystomus(Ruifolo 1976a,b), si

bien en estecasola membranaciliar no seencuentrareplegadadel modo que seha

descritoen la referidaespecie.Además,en E. focardii tan sólo se observanfibras

transversasasociadasal cinetosomaanteriorno ciliado de cadapareja,mientrasque en

otrasespeciesdel génerose describentambiénmicrotúbulospostciliares.Por otro lado,

sehanidentificado estructurasmembranosascontenidasen las ámpulaso vacuolas

ciliaresde E. focardil que no se hablanobservadocon anterioridad.

b) La red microtubularsuperficialessemejantea la de otrós euplótidos.Todos

los autorescoincidenen la funciónde estared, consistenteen el mantenimientode la

forma celular, pero su origenpareceserdistinto en los diferentesgruposde ciliados.En
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algunosde estosorganismos,estesistemasuperficialseoriginaen los microtúbulos

postciliares(heterotricos)o transversos(colpódidos)asociadosa la infraciliación

somática.No obstante,Fleury(1991) sugierequeen Euplotesestosmicrotúbulos

superficialespodríangenerarselateralmentea partir de otrosmicratúbulossuperficiales..

De acuerdocon estahipótesis,sustentadatambiénpor los resultadosde Jerka-Dziadosz

(1988) en E. octocarinatus,en E. focardil los mi¿rotúbulosde la red superficialpodrían

originarsea partir de los microtúbulosadicionaksque refuerzanlas crestaspeliculares

observadasentrelos cirros ventrales.

c) La infraciliación somáticaventral de E focardil coincidecon la observadapor

Fleury (1991a)en E. aediculatus.Las diferenciasen la localizaciónde las fibras

postciliaresen los cirros fronto-ventralesy los eurostransversos,atribuidasa la rotación

quesufrenestosúltimos duranteel procesode bipartición,escoherentecon lo

observadoen E. aediculatus.Sin embargo,la organizaciónde las fibras analesde E.

focardii no puedecalificarsede nematodesmal.Los microtúbulosse hallan unidosentre

sí por finas conexiones,pero sudisposiciónno secorrespondecon el modelohexagonal

típico de los nemadesmos.

d) Dado que la bibliografíasobreel citoesqueletooral del ~éneroEuploteses

muy escasa,no disponemosde suficientestérminosde comparaciónparaevaluar

nuestrasobservaciones.Contodo, la red microtubularquesedisponepor debajode la

ZAM esmáscomplejaen esteciliado antárticoque la descritaen E. patella (Tuffrau,

1968).LascrestaslocalizadasentreparamembraiYelasestánreforzadaspor fibras

transversasasociadasa lasdos filas de cinetosom~ssituadasmáshacia la izquierda,que

ademásparecenestarmásdesarrolladasqueen otrasespeciesdel género.En el lado

derechode la cavidadoral, las fibras posteiliaresson los principaleselementos

asociadosal complejoparoral.Finalmente,hemoÑ identificado la fibra postoral, que

muestrauna conexióncon las paramembranelasmásposteriores.

Todo ello nos permiteconjeturarquelas diferenciasa nivel de organización
4

citoesqueléticaquese aprecianen E. focardii, y muy especialmenteel desarrollomás
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complejodel areaoral, podríanestar relacionadascon la adaptaciÓna dos factores

limitantes:las bajastemperaturascaracterísticasdel ambienteantárticoy las condiciones

nutricionalesespecíficasdel mismo.En los cultivos clonalesmantenidosen nuestro

laboratoriose ha observadoun elevadopolimorfismo en función de la disponibilidadde

nutrientes(Arregui e: aL, 1991; Valbonesie: aL,~1995).En cultivos con un deficiente

aportede nutrientes,entreel 20 y el 30% de la poblacióncelularestáconstituidapor

individuosgigantes,mientrasqueel resto mantieneunasdimensionesmedias.Estas

modificacionesexigenla formaciónde nuevasestructurasintegradaspor microtúbulos

citoesqueléticos“adicionales” alos ya descritos.Estosindividuosgigantesson además

formasmacrostomascuyacondiciónes reversible,poseenunasdimensionesque casi

triplican las dimensionesnonnalesde su especiey son caníbales,ós decir, pueden

ingerir otrascélulasde menoresdimensionesde.;umismaespeci&Así pues,la forma

macrostomade E. focardil representaunanotableventajaadaptativapara la

supervivenciade la especie,incapazde enquistarseduranteel invierno antártico.Es su

capacidadde adaptacióna los cambiosdel entornonutricional la que les permite

asegurarsu supervivienciay proliferaciónaun en las condicionesde nutrición más

extremas.

2. CARACTERISTICASDE LA TUBULINA DE Euplotesfocardii

2.1. LA a Y fi TUBULINA DE ESTE CILIADO ADAPTADO AL FRÍO

CONSERVA EPÍTOPOSDE IMPORTANCIA FUNCIONAL PRESENTES

EN OTRASESPECIESTEMPERADAS

Paracomprobarla presenciade determinadassecuenciasen la a y fi tubulina de

E. focardii, utilizamosun panel de anticuerposmonoclonalesdirigidos contrapéptidos

de la secuenciade la tubulinacerebralporcina. El criterio utilizado paraproducir los

anticuerposfue su posibleantigenicidadcomozonashidrofiicasde la superficie de la

proteína.Localizamosestasregionesen el modeloestructuraltridimensionalde la

tubulinaporcinarecientementepropuestopor Nogaleset al. (1998) a partir de

experimentosde cristalografíaelectrónica.Paraunamayorclaridadterminológica,
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El reconocimientode la a y de la 13 tubulina de E. focardii por partede estos

anticuerposdemostróque estassecuenciastambiénestánconservadasen dicho

organismo.

La comparaciónde las secuenciasfrente a las cualessehablansintetizadolos

anticuerpos con las secuenciasproteicaspredichasa partir de la secuenciagénicade la

tubulina del ciliado (Miceli et aL, 1994; Pucciarelliel aL, 1997)permitió comprobar

que sólo hay ligerasdiferenciasentreambas,que en todo caso no’alteranla función de

estaszonasen la formación de los microtúbulos.

2.2. VARIACIONES LOCALES DE LA SECUENCIA PRIMARIA DE LA

TUBULINA DE E. focardii

Detrich el al. (1989)y Williams e: aL (1985)propusieronla hipótesissegúnla

cual la estabilidadal frío de los microtúbulosde los organismosadaptadosa las bajas

temperaturasera debida,principalmente,a laspropiedadesintrínsecasde la tubulina,en

virtud de su secuenciaprimaria yio de la presenciade modificacio~iespostraduccionales

particulares.

La secuenciaprimaria de la a tubulinade E. focardil está‘muy conservada

(Miceli, comunicaciónpersonal)con respectoa la de las especiescongenéricasno

adaptadasal frío, y no presentaunascaracterísticaspropias,al contrario de la descrita

por Detrich paralos pecesantárticos.En estosúltimos organismosseha observadoque

la a tubulinapresentaun mayorporcentajede aminoácidosbásicosque en el casode la

tubulinadelos organismosde ambientestemperados,lo que setraduceen un menor

númerode cargasnegativasque parecefavorecerla dinámicade polimerizaciónal frío.

En cambio,el análisisde las secuenciascompletasde la 13 tubulina de E. focardii

demuestraque, en esteorganismo,la secuenciaprimaria de estaproteínaes,en algunos

casos,muy divergenterespectode otrasformasde lA tubulina de especiesafmes.Si

consideramosquela tubulina esunaproteínamuy conservadadebidoa sus complejas
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Otracaracterísticade la 13 tubulinade E. focardii esla presénciade sustituciones

en el dominio carboxi terminalde la proteína.Estaregiónesparticularmenteimportante

en la interacciónde los microtúbuloscon determinadasproteínas(MAPs o proteínas

motoras)a travésde las cualesinteraccionan,a su vez, con otros componentescelulares.

La estructuratridimensionalpredichapor Nogaleset aL (1998)parael dominio

carboxiterminalesde dos hélicesHl 1 y H12 separadasporun bucle. Estoselementos

intervienenen la interacciónlongitudinal entremonómeros.Los últimos residuos

carboxiterminaleshansido eliminadosdel modelo por tratarsede una región

hipervariablede la secuenciadondeselocalizanla mayorpartede las diferenciasentre

isotiposy entreespecies,comode hechoocurreen el caso de los diferentesisotiposde

la ¡3 tubulinade E. focardil.

La predicciónde la estructurasecundariade estedominio hipervariableefectuada

porel métodoPHD (Rost y Sander,1993; Rost y Sander,1994)há demostradoque las

variacionesaminoacídicaspresentesen los genesBU y 13t4 puedencambiarla

conformacióndel dominio carboxiterminal. Un cambioestructural,en estaregión puede

reducirla flexibilidad del conjuntodel dominio, lo que podríadeterminarun tipo de

interaccióndistintacon lasMAPs, indispensableparala regulaciónde la dinámicade

los microtúbulosadaptadosal frío.

Porúltimo, en la secuenciaprimaria de dos de las isoformasde la ¡3 tubulinade

E. focardil resultaevidentela presenciade posiblessitios de fosforilación (una
1

modificaciónno muy frecuenteen la tubulina) constituidosporunasermaen posición

442 de la 13t3 y dos treoninasen las posiciones443 y 445 en la 13t4. Estassustituciones

dan lugar a la formaciónde una secuenciaconseuísoparala fosfouilaciónporenzimasde

la familia de la caseina-quinasa(Kennelly y Krebs, 1991), comoseha demostradoen el

casode uno de los isotiposde la 13 tubulina de pbllo (Diaz-Nido er aL, 1990; Rudigery

Weber,1993).
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2.3. FUNCIÓN DE LOS ISOTIPOS DE LA BTUBULINA DE E. focardil EN

RELACIÓN CON LA ADAPTACIÓN AL FRIO

En los ciliadosen general,apareceun ndmero reducidode genesde tubulina que

codificanproteínasidénticaso muy semejantesentresí. Además,enestegrupola

presenciade diferentesisotiposparecetenersuorigenenprocesosde duplicación

génica,con lo cual los diversosisotiposson más’similaresdentrode unamisma especie

que entreespecies.Por el contrario, en vertebradoslos diferentesÉenesde a y ¡3

tubulina puedendistribuirseenclasesisotípicascomunesde acuerdocon susfunciones

o especificidadesen los tejidos.

La evoluciónde las secuenciasde la tubulinaen ciliadospareceestarguiadapor

unatendenciaa la uniformización.Estacaracterística,que aparec&tambiénen amebas

como Naegleria (Lai e: aL, 1988),podríareflejar la necesidadde una cierta

uniformizacióndel pool de tubulinapara poderformar estructurasmicrotubularestan

establesy extendidascomoson los axonemasde los cilios y de lo~ flagelos.Se trata de

unahipótesispropuestainicialmenteporLittle (1985)y Silflow (1991)y discutidamás

recientementepor Gaertiga aL (1993) y Lai e:=i.(1994).

Por tanto, el ciliado E. focardii constituyeuna excepción,en la medidaen que,

lejos de mostraresamisma tendenciaa la uniformización,presentacuatroisotipos

diferentesde 13 tubulina. Paraabordarestacuestiónde la diversidadde la 13 tubulinaen

Ejocardil, utilizamos métodosinmunocitoquimicos.

Cuandosedeseaobteneranticuerposfrentea determinadas~regionesde una

proteína,por reglageneralserecurrea unade estasdosestrategias:o bien seobtienen

anticuerposmonoclonalesfrentea la proteínaparaposteriormente‘mapearsusepítopos,

o bienseprocedea la inmunizacióncon péptidosquímicamentesintetizados

correspondientesa las secuenciasde la proteína.Estasegundaopción es la que elegimos

en nuestrocaso.A tal fin, la selecciónde los péptidosadecuadosfevisteuna

importanciacrucial.
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Parala producciónde los anticuerposantiisotiposde la ¡3 tubulinade E. focardii

se realizó previamenteun análisisde accesibilidadde los residuos’al solventeque

permitió seleccionarlos péptidosmásadecuadosal efecto. Tambiéntuvimosen cuenta

el hechode que la región carboxiterminales la región másdivergente(que en el caso

de esteciliado contieneademásalgunassustitucionesaminoacidicasúnicas)y está

consideradacomouna de las regionesde la tubulinamásinmunogénicas.

c.
De estemodo se seleccionarony se sintetizaronquímicamentecinco péptidos

correspondientesa tres isoformasdistintasde la proteína.

Los suerosobtenidosreaccionaronespecíficamentecon las regionesde la

proteínahómologasa los péptidossintetizadosy reconocierontambiénespecíficamente

la tubulina y los microtúbuloscelularesde E. focardii. ¡

Por las característicasde secuenciadel péptidoelegido,se~sperabaque el suero

anti 13t3 fuesemuy especificode estaespecie,ya que incluía algunasde las sustituciones

únicasdescritasen esteciliado, mientrasque cabíaesperarque los suerosanti Btl-2 y

anti 13t4 reaccionarancon unamayorvariedadde ¡3 tubulina de otros grupos.

La reactividaddel sueroC8 (anti 13t4) con la tubulinapurificadade cerebro

bovino y con los extractoscelularesde Parameciumsugierela existenciade una región

homólogaconservadaen la tubulina de estosorgWnismos.En cambio,el sueroC5 (anti

lAtí) no reaccionóconningunade estasdosmuestras,en contrade lo quecabríaesperar

por la similitud entrela región contra la quese dirige y la del isotipo ¡3t4. Una forma de

explicarestecomportamientotal vez seaque, en E. focardii, el isotipo lAtí no se

encuentremodificadopostraduccionalmentea nivel de estosquinceúltimos

aminoácidos,de modo quela secuenciaesreconocidasin ningún problemapor el

anticuerpo.Si, comosucedeen el caso de la tubulina bovina y delade Paramecium,

estedominio presentaalgunamodificaciónpostraduccional(la poliglutamilaciónha sido

descritaen amboscasos),esposibleque la antigenicidaddel epítopo varíede tal forma

que el anticuerpono seaya capazde reconocerlo.Sin embargo,lá discusiónde este
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fenómenoexcedede los objetivosperseguidosp~r la presentetesi~.

De los resultadosobtenidosen los experimentosde inmunoreconocimiento

llevadosa cabocon los anticuerposespecíficos~Ielos tres isotipos de la ¡3 tubulinade

E. focardil, sedesprendeclaramenteque los tres se expresany que formanpartede los

sistemasmicrotubularesde esteorganismo.

Los análisisde inmunoblote inmunofluorescenciaevidencianqueexisteal

menosun isotipo de la 13 tubulina de E. focardil tjue tiene una localizacióny

posiblementeunafunción especificas.En efecto, al realizarun inmunoblotel anticuerpo

dirigido contrael isotipo 13t3 reconoceclaramentela tubulina de los microtúbulos

presentesen la fracción cortical, que seguramentecorrespondena los cuerposbasales

(segúnsededucede los resultadosobtenidoscon la técnicade inmunofluorescencia

indirecta).

Esteresultadoresultaparticularmenteinteresantesobretodo si setiene en cuenta

el hechode queestasestructurasfuncionan,en protozoos.comocentrosorganizadores

de microtúbulos(MTOC). Parecelógico queesteisotipo participede algúnmodo en la

formaciónde los MTOC y que, por tanto, puedaestarimplicado en la nucleaciónde los

microtúbulos.Estahipótesises coherentecon el hecho de que tratamientospara la

despolimerizaciónde los microtúbuloscomola sonicacióno la adición de Ca2+ no

parecenafectaral isotipo 13t3. De hecho,comoyA seha comentadoen la sección

“Resultados’,esteisotipo únicamenteseha detectadoen el sedimentoobtenidode la

centrifugaciónde los microtúbulosdespolimerizados,lo quedemuestraqueforma parte

de estructurasmuy estables,como sesuponeque son los cuerposbasalesy en general

los MTOC.

Otrosdos hechosapoyanestahipótesis:

a) Se ha observadodecoracióncon anti ¡3t3 en célulasen división de E. focardii

en otros doscompartimentoscelulares:el micronúcleoy el macronúcleo.En ambos
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casos,estalocalizacióncoincidecon la distribuciónde otros MTOC ya conocidosque

intervienenenel desarrollodel husomitótico micronucleary de lqs microtúbulos

implicadosen la división macronuclear.

b) Los resultadosobtenidosen los experimentosrealizados~(con el fin de

esclareceresteaspectodel isotipo 13t3 enel marcode una línea de: investigación

actualmentedesarrolladaencolaboracióncon el laboratoriode la Dra. Miceli)

encaminadosa analizarla expresióndel gen 13~ despuésde la desciliacióncelular,un

procesoreversibley queestimulala nucleaciónde microtúbulosparala reconstrucción

de los cilios. Los northemblot de m-RNA extraídosde las célulasde E. focardii antes

de la desciliación,a las 4 y a las 25 horasdespuésde la misma pusieronde manifiesto

unaexpresióndiferencialde los genesde la 13 tubulina: la expresióndel Bt3 esmáxima

a las 4 horasdespuésde la desciliación,cuandosesuponeque seestimulala nucleación

de los microtubúlosen los MTOC. La expresióndel gen Btl-2 aumentagradualmente

trasla desciliaciónde las células en las fasespreviasa la división celular.

Por otro lado, paraobtenerla decoraciónconel sueroanti 13t3 fue necesario

modificar ligeramenteel protocoloinmunocitoqulmicoempleadocon los suerosfrente a

los isotiposBtl-2 y ¡3t4. Es posibleque la necesidaddeestosajustesrespondieraal

hechode que la producciónde los anticuerposfue diferenterespec$tode las proteínas

transportadorasutilizadasparainmunizaral animal. Sin embargo,es másprobableque

sedebaa la dificultad de obtenerunabuenadecoracióninherentea los MTOC. Así

parecedesprendersede los ajustesquehan debido introducir en los protocolosestándar

otros autoresparaobtenerla tinción de estasmismasestructurascon anticuerposanti y

tubulinaen unaespeciedel géneroEuplo:escomoesEuplotesocrocarina:us(Liang et

aL, 1996).

De hecho,la distribucióndel isotipo 13t3 detectadaporel anticuerpo

antisecuenciaesmuy similar a la de la y tubulinadescritaen E. octocarinatuspor

dichosautores,dondeseha observadoen los tres mismoscompartimentos:el

micronúcleo,el macronúcleoy los cuerposbasales.Inclusoel tipo de decoración
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obtenidaes muy parecida:en el casodel micronúcleo,estosautoreshacenhincapiéen

quela 5 tubulina no presentauna mayorconcextraciónen los polosdel huso, lo que se

relacionacon la ausenciade un poío ultrastructuralmentediferenciadosimilar al descrito

en otros organismos.En ambasespeciesseobtienentambién,en ausenciade

microtúbulosdetectablesen el nucleoplasma,acumulacionespuntualesde tubulinaen el

macronúcleo:si bienel macronúcleode Euplotessedivide amitéticamente,su división

implica necesariamentela participaciónde microtúbulosque senucleandentrode la

envolturanuclear.

Aunquea título de merahipótesis,estos?esultadosnos permitenconsiderar

verosimil queesteisotipo estéimplicadoen la interaccióncon el MTOC: más

concretamente,podríaser responsablede la interacciónde la y tubulinaen el extremo

menosdel microtúbulo,a partir del cual se inicia la nucleaciónde los microtúbulos.

Erickson y Stoffer (1996) hansugeridola presenciaen esteextremode una ¡3 tubulina

que interaccionaen el protofilanientolateralmentecon la y tubulinay verticalmentecon

la atubulina.En E. focardii, estatubulina podríaestarrepresentadapor la isoforma13t3.

El restode las estructurasmicrotubularesdc E. focardii sop copolímerosde los

isotipos¡Atl-2 y 13t4, segúnlos datosque hemosobtenido:el isotipo Btl-2 estápresente

en todos los microtúbulosde las distintasfraccionescelularesde E. focardii, esdecir,

los axonemales,citoplasmáticosy corticales.La forma 13t4 está présente,principalmente,

en los microtúbulosaxonemales(la bandacorrespopdientea la fracción axo es muy

patenteen los experimentosde westernblot, y cirros y membranelasresultan

fuertementeteñidosen las imágenesobtenidasmedianteinmunofluorescencia).

Por otro lado, los experimentosde despolimerización-repolimerizaciónrealizados

mediantela incubaciónde los extractoscelularesa 200(2y 50(2 coh GTP demostraron

que los microtúbulosde esteorganismono sólo ~oncapacesde polimerizara 50C, sino

que la polimerizaciónresultafavorecidaa estatánperatura,al menosen lo que respecta

al isotipo 13t1-2, tal y comodemuestrala fuertereacciónde la muestra(sedimento)

obtenidaincubandola fracción de los microtúbuloscitoplásmicosa 50(2• Esto puede

b.
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tenerdosexplicaciones:o bien la 13 tubulina de E. focardii estan divergentecon

respectoa la de otros organismosno antárticosquelas sustitucionesaminoacídicasdan

lugara unaestructuratridimensionaldiferenteque esla que facilita la polimerizacióna

50(2 o bien esla presenciade determinadasproteínasasociadasa los microtúbulosla

que induceo favorecela polimerizacióna 50(2•

El resultadoobtenidocon el sueroanti ¡3t4 no fué el esperadoen unaespecie
.1

antártica:en estecaso,parecequela polimerizaciónde esteisotipo seve favorecidapor

temperaturasmásaltas,ya que el anticuerpopresentauna reacciónmás fuerteenel caso

de la muestraobtenidade la polimerizacióna 200(2. A la vista de estosresultados,

proponemosqueal menosunalpartede los microtúbuloscitoplasmáticosde E. focardil

contienenel isotipo ¡3t4 modificadopostraduccionalmente,quepor~ estarazónno puede

serreconocidopor el anticuerpoantisecuenciaobtenidoal efecto.De hecho,el

tratamientode los microtúbuloscitoplasmáticosde E. focardii cofrfosfatasaalcalina

incrementala reacciónde la muestraconesteanticuerpo.Dadoque el sueroanti 13t4

reconoceespecíficamenteel dominio carboxiterminalde esteisotipo, suponemosque la

fosforilaciónes, al menos,una de las referidasmodificacionesposiraduccionales,e

implica a los residuostreonina443 o treonina4.45 de esteisotipo. ¡

2.4. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALESDE LA TUBULINA DE E.

focardll

2.4.1. Poliglutamilación

En organismosantárticos,seha comprobado(Detrich et aL’, 1993) la existencia

de poliglutamilaciónen el dominio carboxi terminal de uno de los isotipos de ¡3 tubulina

neuronaldel pez Nototheniacooricepsneglecta.La modificaciónpostraduccionalcausa

un aumentode la carganegativade estaregión.Éstedominio modula la polimerización

de la tubulinain vitro y participaen la unióncon diferentesprotelpas,aparentemente

graciasa estacarga negativa.

Más en general,la poliglutamilaciónfue inicialmentedescritaen la a tubulina
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(Eddé el al., 1990) y posteriormenteen diversosisotiposde ¡A tubulina de vertebrado

(Eddée: al., 1990; Alexandere: aL,1991; Rudigere: aL, 1995).Tambiénse ha

detectadoen la a y la 13 tubulina de ciliadoscomoParameciumy E. aediculatus(Bré et

aL, 1994), unaespeciecongenéricade E. focardil queseencuentraen hábitats

temperados.

Nuestrosexperimentoscon GT335,anticuerpoque reconoéela tubulina

poliglutamilada,muestranla presenciade estamodificaciónen la tubulina del ciliado

antártico.Sin embargo,dadoque la a y la ¡3 tubulina de E. focardil comigranen el gel

de poliacrilamida,al igual que ocurre en otrasespeciesde Euplo:es(Delgadoy Fleury,

1993), la incubación con el anticuerporeveló una~únicabandade un pesomolecular

aproximadode 50000 **• No nos fue posibledeterminarqué subuhidad(es)estaba(n)

implicada(s)en la reacción.Sin embargo,cuandoanalizamoslas secuenciasdel dominio

carboxiterminalde la tubulina de E. focardil observamosque en los cuatrogenesde la

13 tubulinael Glu 438, la posiciónmáscomúnde poliglutamilaciónde la 13 tubulinaen

todos los organismos,incluidos los protozoos(Bre et aL, 1994),habíasido sustituido

por un aspártico.Por el contrario,la posiciónde poliglutamilaciónde la a tubulina

estabaconservada,lo quenos da pie parapensarque,en nuestraespecie,la

poliglutamilacióntiene lugar en la subunidada.

Estaconclusiónha resultadorecientementeconfirmadacon una técnicadiseñada

parapodersepararlas dossubunidadesde la tubulinade E. focardil, modificandola

metodologíaclásicade la electroforesis(Laemli, 1970). En concretose preparóun gel

de poliacrilamidacon un tampóncon un pH másácidoque el normalmenteutilizado

segúnLaemli. Asimismo, paraconseguirunamayorseparaciónentre ambassubunidades

se incubó el extractocitoesqueléticocon iodoacetamida,un agentealquilanteque

reaccionacon los residuoslateralesde la proteína.Esteanálisisreveló unaa tubulina

con una movilidad electroforéticamayorque la de la 13. Al utilizar el anticuerpoGT335

en gelesSDS en estascondicionesparticulares,reconocióla a tubulinade E. focardil,

pero no la 13 tubulina.Posteriormente,estosmismosautoresdescribieronuna

distribuciónde la poliglutamilaciónlimitada a una sola fracciónde la a tubulina
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(constituidapor dos de las siete isoformasencontradas)(Pucciarellie: aL, 1997).

El anticuerpoGT335tambiénha sido utilizado con éxito en un estudioque tenía

por objeto localizar, medianteinmunofluorescencia,los microtúbulosque contienen

tubulinapoliglutamiladaen ciliados(Bre et aL, 1994).Por ello, empleamoseste

anticuerpoparaanalizarsi la poliglutamilaciónestádistribuidauniformementeo. por el

contrario, escaracterísticade algunode los numerosossistemasmicrotubulares

presentesenestemicroorganismo.

Como puedecomprobarse,nuestrapropuestade distribucióncelularde los

microtúbulospoliglutamiladosen E. focardii difiere de la formuladaen el trabajode

Pucciarelli et aL (1997>,en particularpor lo que respectaa la observaciónde la red

microtubularsuperficialomitida por los mencionadosautores.Con todo, estadiferencia

parecetenersu origen principalmenteen las distintascondicionesde fijación y

permeabilizaciónen las que se elaboraronlaspreparaciones.En función de dichas

condiciones,puedenversealteradoslos puntosde unión de los anticuerpos,la

accesibilidadde los mismoso incluso las propiasestructurascelulares.Cualquierade

estasanomalíaspodríaexplicarla falta de reactividad,consignada‘por dichos autores,de

la redmicrotubularsuperficialde esteciliado. Por lo demás,estaestructuraha sido

observadatantoen estaespecie(Arregui et al., ¿1.994)comoenotrasespeciesdel mismo

género(Fleury, 1991)con idénticosanticuerpos~anti a y ¡3 tubulináa los utilizadospor

dichosautores.

Nuestrosresultadosno sólo confirmanla presenciaabundantede microtúbulos

poliglutamiladosen estared, sino que ademásponende manifiestosuestabilidad

durantetodo el ciclo celularde E. focardii. Estehechoha sido tambiénobservadoen

otro hipotrico estudiadocon GT335,Paraurosiylaweissei,en el cualla glutamilaciónde

estosmicrotúbulosha sido interpretadacomo un “marcajebioquímicoasociadoa los

mecanismosde transmisiónde estructuras”(Bre et aL, 1994).

Se ha probado,asimismo,que la red de microtúbuloscitoplasmáticosde E.

100



Discusión

focardii no resultateñidaconel anticuerpo01335,al contrariode lo que ocurreen el

caso del ciliado Paramecium(Bre et aL, 1994).Así pues,podemosconsiderar,en

definitiva, queespoco probableque la poliglutamilaciónjueguepapelalgunoen la

adaptaciónal frío de los microtúbulos,ya que enesecaso tal propiedaddeberíaestar

presenteen todaslas poblacionesmicrotubularesde estaespecieantártica.De hecho,

recientementeseha sugeridoque estamodificaciónpostraduccionalpuedejugar un

papel importante,semejanteal de la poliglicilación, en la movilidad de los flagelos.

favoreciendola interacciónde la regióncarboxi terminal de la a tubulinay las MAPs

(Gagnonet aL, 1996).

2.4.2. Acetilación

Comola a tubulinade E. focardii presentabaunaestructuraprimariamuy

conservadarespectode otrasespeciesdel mismo génerono adaptadasal frío,

consideramosque seríainteresanteanalizarotrasmodificacionespostraduccionales

(acetilacióny tirosilación)descritasen estasubunidad,quepodríainterveniren la

constituciónde los microtúbulosestablesal frío gracias,precisamente,a la presenciade

dichasvariacionespostraduccionales.

Efectivamente,la acetilaciónesunamodificaciónpostraduécionalpresenteen la

tubulinade E. focardil; es más,muchosde los microtúbulosque en E. focardii están

glutamiladosaparecentambiénacetilados,comosucedecon los microtúbulos

axonemales,los microtúbulosoriginadosa partir de los cuerposbasaleso los asociados

con el sistemade la vacuolacontráctil.

No obstante,en E. focardii existenestructurasmicrotubularesque están

exclusivamenteacetiladas:en particular,las pertenecientesa la red superficial

transversaly unapoblación de microtúbuloslocalizadosbajo las membranelasorales de

esteciliado.

Estamodificaciónpostraduccionalseha relacionadofrecuentementecon las

poblacionesde microtúbulosconsideradasestablts,con un “turn over” bajo y con

101



Discusión

microtúbulosestablesal frío (véasela revisión de Wallin y Stromberg,1995). Sin

embargo,la evidenciaexperimentalindica queestamodificaciónno puedeser la causa

de la estabilidad,puesesposteriora la estabilización(Bulinslci y Gundersen,1991).

Experimentosde polimerizaciónin vitro de la tubulina de pecesadaptadosal frío han

mostradoque los microtúbulosde estosorganismosmantienenla ¿apacidadde

polimerizacióna 40(2 independientementede la cgntidadde tubulina acetiladaque

contengan(Wallin y Stromberg,1995). En el caso de otro ciliado, Tetrahymena,se ha

demostradorecientementeque,en ausenciade acetilación,todaslas poblacionesde

microtúbulos,incluso aquellasestablesal frío, permaneceninalteradas(Gaertige: aL,

1995).

En cuantoa la morfogénesis,nuestroresultadoscoinciden¿onlos obtenidosen

otros protistascomoParamecium(Bré et aL, 1994)y Trichomonas(Delgado-Viscogliosi

et aL, 1996), de acuerdocon los cualesla acetilacióny la glutamilaciónse producen

pocodespuésdel ensamblajede los microtúbulos.

2.4.3. Tirosilación

La ausenciade reacciónde los extractoscitoesqueléticosde E. focardil cuando

se usaronlos anticuerposespecíficosindica que !a a tubulina de E. focardil no está

tirosilada.

La presenciade tubulinatirosilada pareceservir de indicadorde los microtúbulos

de recienteensamblaje(Sherwine: al., 1987).Sin embargo,tampocohemospodido

detectarningunareaccióncuandousamoslos anticuerposduranteel procesode división

de esteciliado, lo que sugierequetodos los microtúbulosde E. focardil están

constituidospor a tubulinadetirosilada.

La secuenciacompletade la a tubulina de esteciliado antárticoha sido obtenida

muy recientemente(Miceli, comunicaciónpersonal>,habiéndoseconfirmadola ausencia

de tirosina carbo?citerminal. Lo cierto esque la detirosilaciónde la a tubulina parece

serun fenómenogeneralen ciliados, si biencon algunasexcepciones,comopor
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ejemploen Te:rahymena.Sin embargo,aunqueesteaminoácidoe~tápresenteeneste

último génerolos estudiosbioquímicosno han reveladoningunaactividadde la tirosina

ligasa(Prestone: aL, 1979; Raybin y Flavin, 1977).La tirosilación de la a tubulina se

ha descritotambién,medianteexperimentosde inmunofluorescencia,en una especiede

Euplo:es(Olins et aL, 1989),Euploteseuryston’pws.Porel contrario,estudiosde

secuenciaciónen otrasespeciesdel género(Euplo:esoctocarinatus,Liang e: aL, 1994)

han demostradoquecarecende esteaminoácidoterminal. ¡

Portanto, los resultadosobtenidosen estetrabajo vienena’ sustentarlas

conclusionesya alcanzadaspor Dupuisy Williams (1996)como un hecho generalpara

los ciliados: el ciclo Tyr/Gly no tieneun significadofisiológico universalparalas

propiedadesdinámicasde los microtúbulos(incluidos aquellosestablesal frío), o al

menosno participaen la morfogénesisde las estructurasmicrotubularesaltamente

elaboradasque caracterizanalos ciliados**.

2.4.4. Existenciademodificacionespostraduccionalesen unaespecietemperadade

Euplotes(E. vannus)

Los resultadosobtenidosde la comparaciónde las variacionespostraduccionales

presentesen la a tubulina de E. focardii con las de la especietemperadaE. vannus,

igualmenteanalizadasmedianteexperimentosde inmunofluorescencia,indican la

presenciade acetilacióny poliglutamilaciónconunadistribución similar de las

poblacionesmicrotubularesmodificadas,asícomola ausenciade tubulinatirosiladaen

ambasespecies.

Estosdatosparecenindicar que la acetilacióny la poliglutamilaciónno están

relacionadascon mecanismosde adaptaciónal frío de los microtúbulos,estando

seguramentemás bien implicadasen el mantenimientode la estabilidadde estructuras

microtubularesrelacionadasen ambasespecies(temperaday antártica)con funcionesde

importanciavital comoson la determinaciónde lá forma celular, la alimentación,la

locomocióno la regulaciónosmótica. ¡
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Esto nos lleva a concluir que el citoesqueletomicrotubularde E. focardii seha

adaptadoa lascondicionesambientalesextremas~enlas quedebede sobrevivir a través

de otros mecanismos:unavez excluidaslas diferenciasestructuralesen la cadena13

(véaseel apanado2.1 deestaSección),dosposiblesalternativasson la presenciade

otrasmodificacionesposttraducionalesinusualesy/o desconocidas;o la presenciade

MAPS que aún no han sido estudiadasen estaeSpecie.
s

2.4.5. Fosforilación

Recientementeseha descrito (Pucciarellie: aL, 1997) una-modificación

postraduccionalinusualen la subunidad13 de E. focardii: la fosforilación. Para
A

demostrarsuexistencia,estosautoresensayaronanticuerposantifosfoserinay

antifosfotreoninasobreextractoscelularescomplé’tos de E. focardii, evidenciando
e

mediantewesternblot la bandaque anteriormentehabíasido reconocidapor un

anticuerpoanti ¡3 tubulina.

La fosforilación esunamodificaciónpostraduccionalque ya ha sido descritaen

otros casosen determinadascélulas:en particular,es típicade pequeñaspoblacionesde

microtúbulosestablesal frío del cerebrode vertebrados(Diaz-Nidá et al., 1990;

Alexanderet aL, 1991) y de la bandamarginaldel eritrocito de poíío (Rudigery Weber,

-1991). Además,seha sugeridola posibilidadde fosforilación en la 13 tubulina del pez

Nororheniacooricepsneglecta,único organismóantártico,además’del E. focardii, del

que seconocela secuenciade la ¡3 tubulina.

Todasestasconsideraciones,asícomoel hechode que la fosforilación esté

ampliamentedistribuidaen la 13 tubulinade E. focardii, sugirierona Pucciarellia aL

(1997)que estamodificaciónpostraduccionalpodíatener~uncierto papel en la

adaptaciónal frío de los microtúbulos.

Estosautoresavanzaronla hipótesisde qúe las isoformasde 13 tubulinaque

reconocíanlos anticuerposantifosfoserinay antifosfotreoninafueran productode los

genes¡3t3 y ¡3t4, ya queen amboscasosexistíanposicionespotencialesde fosforilación
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en la secuenciaprimaria de la región carboxi terminal.Sin embargo,tampocopudieron

excluir la posibilidaddeque los productosde los genes13t1 y 13t2 estuviesenfosforilados

en una posiciónno localizadaen la regióncarboxi terminal,como sucedeporejemplo

en unapequeñafracciónde la tubulina de los cilios de Temahymena(Hirano-Ohinishiy

Watanabe,1989),en la cual la ¡3 tubulina de estebrganismono presentaninguna

posiciónparticularde fosforilaciónen la regióncarboxi terminal (Gaertiga aL, 1993).

Nuestrosresultadosnos permitenplantearla posibilidadde dossubpoblaciones

de la tubulinaproductodel gen 13t4:
4

- Una poblaciónde microtúbulosaxonemales,no fosforilados,comolo

demuestrala fuertereacciónde los anticuerposespecíficosde secuenciaobtenidospor

nosotroscon la fracción axo en westernblot y de cirros y membranelasen experimentos

de inmunofluorescencia.En estasubpoblaciónla polimerizacióntiene lugar tanto a 200(2

comoa 50(2

- Una poblaciónde microtúbuloscitoplasmáticosconstituidapor microtúbulos

fosforiladosestablesal frío, lo que explicaríala ausenciade la bandacorrespondientea

la fracción citoplasmáticaa 50(2 utilizandonuestrosanticuerposantisecuenciay su

detecciónempleandoanticuerposantifosfotreonina.A 200(2 estosmicrotúbulossí serían

detectadospor el mismo anticuerpopuesa dicha temperaturapuedetenerlugar la

acciónde las fosfatasas.

La fosforilación podríadeterminarun cambioconformacionalen la región

carboxi terminal de la 13 tubulinaque contribuiríaa la estabilidadal frío ya queesta

regiónesesencialparala regulaciónde la dinámicade la polimerización(Mandelkow y

Mandellcow,1994).
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CONCLUSIONES

1. Los sistemascitoesqueléticosmicrotubularesdel ciliado’ antártico E. focardil

presentanunaorganizaciónsemejanteala de especiesmesófilas,si bienexisteuna

mayorcomplejidadestructural,especialmenteen el áreaorál.

2. Los epítoposde a y ¡A tubulina de importanciafuncional parala formación de los

microtúbulos, asi como para la interacción con otras proteínas se conservanen

especiesadaptadasal frío.

3. La secuenciaprimaria de la 13 tubulina de E. focardil es muy divergentecon

respecto a otros organismos del mismo género no adaptadosal frío. Las

sustitucionesespecíficasde la 13 tubulina de E. focardii se localizan en la región

amino terminalde la proteínaentrelas posiciones52 y 63 ¿le la secuenciay en el

dominio carboxi terminal.

4. E. focadil constituye una excepción a la tendencia general en ciliados de

uniformizacióndel pooí de la tubulinaya quepresentacuatroisotiposdiferentesde

13 tubulina.

5. Los cuatro isotiposde la 13 tubulinade E. focardii seexpresany forman parte de

los sistemasmicrotubularesde esteorganismo.Los microtúbulosde esteorganismo

estanformadosprincipalmentepor los isotipos ¡Atl-2 y Bt4J

6. El isotipo¡3t3 parecetenerunalocalizacióny unafunción ~specfflcas,relacionada

con los centrosorganizadoresde microtúbulos,y probablementecon la gamma

tubulina.

7. La a tubulina de esteciliado es heterogéneadebido a la presenciade diferentes

modificacionespostraduccionales:acetilación,detirosilacióny poliglutamilación.
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8. La ¡3 tubulina de E. focardii presentauna modificaciónpostraduccionalinusualen

estasubunidad:la fosforilación. Estamodificación estápresenteen el isotipo Bt4

aunque no podemos excluir la posibilidad de que los otros isotipos estén

fosforilados.

9. E. focardii sehamostradocomoun modelo biológico eficazen la comprensiónde

los mecanismosde adaptaciónal frío de lps sistemasmicrotubulares.

1’
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