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Abreviaturas

ABREVIATURAS

3' UTR: regién 3' no traducida (3' UnTranslated Region).

5' UTR: regién 5' no traducida (5' UnTranslated Region).

aa: aminoacido.

ADN: acido desoxirribonucleico.

ADNc: ADN complementario, obtenido por retrotranscripcidn a partir de ARN.
ADNg: ADN gendmico.

Amp: ampicilina.

AP: cebador adaptador (Adaptor Primer).

AP-1/-2: factor de transcripcidn tipo AP (Activator Protein).

AREs: elementos de respuesta a antioxidantes (Antioxidant Response Elements).
ARN: 4cido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

ARNr: ARN ribosémico.

ARNt: ARN transferente.

ATCC: Coleccidon Americana de Cultivos Tipo (American Type Culture Collection).
ATP: adenosin trifosfato.

ATPasa tipo ABC: ATP binding cassette.

BioNJ: Bio Neighbour-Joining.

bZIP: cremallera de leucina con una region basica (Basic region leucine ZIPper).
CAM: camptotecina

Cd-ADAP: cepa adaptada a elevadas concentraciones de cadmio.

CdMT: cadmio-metalotioneina.

CHX: cicloheximida

CIB: Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC)

CLsg: concentracién de un téxico que causa la mortalidad del 50% de la poblacidn celular.
C.: ciclo umbral (cycle threshold) en gPCR

Cu-ADAP: cepa adaptadas a elevadas concentraciones de cobre.

CuMT: cobre-metalotioneina.

DEPC: dietilpirocarbonato.

DMSO: dimetilsulféxido

dNTPs: dinucledtidos trifosfato.



Abreviaturas

EDTA: etilendiaminatetra-acético.

EPA: Agencia de Proteccién Ambiental (Environmental Protection Agency).

FT: factor de transcripcion.

GFP: proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein).

GRAS: generalmente reconocidos como seguros (Generally Recognised As Safe).

GREs: elementos de respuesta a glucocorticoides (Glucocorticoids Response Elements).

GSH: glutation.

HSPs: proteinas de choque térmico (Heat-Shock Proteins).

ICP-OES: espectrometria de emisidn dptica con plasma de acoplamiento inductivo.

IDT: casa comercial Integrated DNA Technologies.

IP: yoduro de propidio.

IUPAC: Unidn internacional de Quimica Pura y Aplicada (International Union of Pure and
Applied Chemistry).

Kb: kilobase.

KD: cepa knockdown.

Kn: kanamicina.

KO: cepa knockout.

LB: medio de cultivo Luria-Bertani.

mBrB: monobromobimano.

MCT: maxima concentracion tolerada.

MD: menadiona.

MEME: programa informdtico de busqueda de motivos conservados (Multiple Em for Motif
Elicitation).

MET: microscopia electrdnica de transmision.

ML: maxima verosimilitud.

MOPS: acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico.

MP: mdxima parsimonia.

MRC: casa comercial Molecular Research Center.

MREs: elementos de respuesta a metal (Metal Response Elements).

MTCM1: Motivo 1 Conservado en Metalotioneinas (Metallothionein Conserved Motif 1).
MTEF-1: factor 1 de transcripcidn en respuesta a metal (Metal responsive transcription factor 1).
MT: metalotioneina.

MT-MP: complejo metalotioneina-metal pesado.

NCBI: Centro Nacional de Informacién Biotecnolédgica (National Center for Biotechnology

Information).



Abreviaturas

NEB: casa comercial New England Biolabs

ORF: marco abierto de lectura (Open Reading Frame).

pb: pares de bases.

P.: promotor constitutivo.

Pina: promotor inducible.

Pumrri: promotor del gen TtheMTT1.

Pwrrs: promotor del gen TtheMTT5.

Pb-ADAP: cepa adaptada a elevadas concentraciones de plomo.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction).

PCs: fitoquelatinas.

PCS: enzima fitoquelatin-sintasa.

Phyre: Protein Homology/analogY Recognition Engine

Pm: paromomicina

PQ: paraquat

RACE: amplificacion rapida de los extremos del ADNc (Rapid Amplification of cDNA Ends).
RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno (Reactive Oxygen Species).

rpm: revoluciones por minuto.

RS: riboset.

RT: retrotranscripcion.

SDS: dodecil sulfato de sodio.

sm1: submddulo de tipo 1.

sm2: submddulo de tipo 2.

TAE: tampdn Tris/Acetato/EDTA.

TdT: enzima Terminal deoxynucleotidyl transferase.

TEM-EDXMA: técnica Transmission Electron Microscopy-Energy Dispersive X-ray MicroAnalysis
TPA: 12-O-tetradecanoato-13-acetato

TRE: elemento de respuesta a TPA (TPA-responsive element)

TRI Reagent: reactivo utilizado para el aislamiento de ARN total (Total RNA Isolation Reagent).
wt: cepa tipo silvestre (wild-type)

Xgal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido.



Abreviaturas

ABREVIATURAS DE LOS 20 AMINOACIDOS EN CODIGO DE 1Y 3 LETRAS.

Aminodacido Abreviatura (3 letras) Abreviatura (1 letra)
Acido aspartico Asp D
Acido glutdmico Glu E

Arginina Arg R
Lisina Lys K
Asparagina Asn N
Histidina His H
Glutamina Gln Q
Serina Ser S
Treonina Thr T
Alanina Ala A
Glicina Gly G
Valina Val \Y
Prolina Pro P
Leucina Leu L
Fenilalanina Phe F
Tirosina Tyr Y

Isoleucina lle |
Metionina Met M
Triptéfano Trp w
Cisteina Cys C




Resumen

RESUMEN

Algunos metales son esenciales en multiples procesos bioldgicos pero otros, sin embargo,
se incluyen entre los contaminantes mas abundantes y persistentes del planeta, llegando a ser
considerados como prioritarios. Los seres vivos han desarrollado una serie de mecanismos de
resistencia frente a estos contaminantes, entre los que se encuentran el secuestro intracelular
o la bioacumulacidn de los cationes metdlicos mediante diversas moléculas queladoras, tales
como: las fitoquelatinas, las metalotioneinas o el glutatidn.

Las metalotioneinas (MTs) constituyen una superfamilia de proteinas citosélicas de bajo
peso molecular, capaces de quelar metales pesados a través de sus numerosos residuos de
cisteina. Se han descrito MTs en multitud de organismos diferentes: vertebrados (incluyendo el
ser humano), invertebrados, plantas y microorganismos eucariotas o procariotas, existiendo
entre ellas una gran heterogeneidad estructural y funcional. Las MTs del ciliado Tetrahymena
(incluidas en la familia 7) muestran un especial interés ya que presentan caracteristicas Unicas
frente a las MTs clasicas descritas en otros organismos, tales como su mayor longitud y
contenido total en residuos de cisteinas asi como su mayor capacidad de quelaciéon de metal.

En el presente trabajo de tesis doctoral se amplia considerablemente nuestro conocimiento
sobre la biodiversidad molecular de los genes MT del género Tetrahymena y su respuesta
frente a diferentes condiciones de estrés. Se han aislado los ADNc de 12 nuevas CAMTs y 9
nuevas CuMTs en cinco especies diferentes: T. patula, T. borealis, T. americanis, T. malaccensis
y T. elliotti. El estudio comparativo de todos ellos junto con los genes MT descritos
previamente en el género Tetrahymena corrobora la subdivision de la familia 7 en dos
subfamilias: 7a o CdMTs y 7b o CuMTs, que se diferencian principalmente en: su caracteristico
patrén de cisteinas, la diferente proporcién entre los aminoacidos Lys y Cys, el marcado
caracter modular de las CdMTs, la asimetria existente en el uso de codones que codifican el
aminodcido glutamina y su induccién preferente por Cd?* o Cu?, respectivamente. Los perfiles
de expresidon de algunos de estos nuevos genes MT se han analizado mediante RT-PCR
cuantitativa tras la exposicion de los cultivos celulares a diferentes condiciones de estrés. Los
anadlisis de expresion han confirmado el caracter multi-estrés de las MTs, que responden
principalmente a la presencia de metales en el medio pero también frente a compuestos
oxidantes, condiciones de pH acido o bdasico, elevadas temperaturas (42°C) o estrés por
inanicidn.

En este trabajo también se analizan los mecanismos de adaptacidn de T. thermophila frente
a un estrés extremo por metales. Se han aislado y caracterizado tres cepas adaptadas a
elevadas concentraciones de metal (denominadas Cd-ADAP, Cu-ADAP y Pb-ADAP), obtenidas
tras exposiciones (durante mas de dos afios) a concentraciones crecientes de Cd?*, Cu* o Pb%,
respectivamente. Estas cepas toleran concentraciones maximas de 115 uM de Cd%, 4 mM de
Cu® 6 5,5 mM de Pb?, muy superiores a los valores de ClLsy obtenidos en la cepa control
SB1969. Su caracterizacion morfolégico-estructural mediante microscopia confocal de
fluorescencia y microscopia electrénica de transmision (MET) muestra estrategias de
adaptacion muy diferentes en cada una de ellas. Una gran cantidad de granulos electro-ltucidos
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similares a acumulos lipidicos observados en la cepa Cd-ADAP parece relacionar la adaptacion
al cadmio con la acumulacidn intracelular de lipidos. Por otro lado, en las células Pb-ADAP
destaca la presencia de multiples acimulos electrodensos de gran tamaiio que, segun el
estudio realizado por microanalisis acoplado a MET, contienen grandes cantidades de plomo.
Este eficaz proceso de bioacumulacién descrito en la cepa Pb-ADAP, capaz de secuestrar el
plomo en su interior y posteriormente liberarlo de nuevo al medio extracelular como forma no
biodisponible (no tdxica), hace de ella una posible candidata para llevar a cabo procesos de
biorremediaciéon en ecosistemas contaminados por metales, tal y como hemos comprobado
con los bioensayos realizados por ICP-OES sobre su capacidad de eliminacién de metal del
medio (superior al 90% para la Pb-ADAP en sélo 24h).

La respuesta de T. thermophila a la presencia de metales también se ha analizado utilizando
varias cepas knockout (KO) y/o knockdown (KD) (obtenidas mediante transformacién biolistica)
para diferentes genes MT, denominadas como: MTT1KO, MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD. El gen
MTT5, a diferencia de todos los demas genes MT conocidos hasta la actualidad, es un gen
esencial y, por consiguiente, no fue posible obtener una cepa knockout estable para este gen.
Igualmente se ha descubierto que la reduccidon hasta niveles minimos del nimero de copias/pl
de este gen esencial se compensa en la cepa MTT5KD con la formacién de nuevas isoformas
génicas de metalotioneinas, generadas por la célula mediante procesos de recombinacién
homdloga a partir de dos copias del gen MTT1 original. Estas nuevas isoformas son
funcionalmente activas y capaces de sobre-expresarse en respuesta a la presencia de Cd*'. Este
hallazgo constituye un nuevo mecanismo adaptativo de respuesta el estrés originado por la
ausencia de un gen esencial, no descrito anteriormente en microbiologia.

El analisis comparativo de los niveles de expresién de los genes MT llevado a cabo con
diferentes cepas de T. thermophila (incluyendo las cepas adaptadas a metales y las cepas
knockout y/o knockdown) nos ha aportado una nueva vision sobre las funciones especificas
que presentan cada una de las isoformas MT y su relevancia bajo estrés celular, asi como sobre
la existencia de una posible co-regulacion transcripcional entre estos genes MT. El célculo del
nimero de copias/ul de los genes MT en las diferentes cepas de T. thermophila nos ha
permitido relacionar la adaptacidon a Cd?>* con un proceso de amplificacién diferencial
relativamente rapido y reversible que afecta a todo el subfragmento cromosémico
macronuclear en el que se localizan los genes MTT1 y MTT3.

La expresion de los genes MT de Tetrahymena se regula a nivel transcripcional
probablemente mediante factores AP-1 (superfamilia bZIP). En cada una de las cuatro especies
de Tetrahymena analizadas hemos detectado cuatro factores de transcripcion AP-1 altamente
conservados. El analisis comparativo de los niveles de expresién de los cuatro factores AP-1
presentes en T. thermophila nos indica que posiblemente participan en la regulacion de la
expresion de los genes MT.
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SUMMARY

Some metals are essential for multiple biological processes but others are classified among
the most abundant and persistent pollutants of the planet, being considered as priority
contaminants. Organisms have evolved different mechanisms to protect themselves from toxic
metals. Among them, one of the most common mechanisms in organisms is the
bioaccumulation of metallic cations through different types of chelating molecules, such as:
phytochelatins, metallothioneins or glutathione.

Metallothioneins (MT) constitute a superfamily of small cytosolic proteins which can bind
metals through their numerous cysteine residues. MTs have been described in vertebrates
(including the human being), invertebrates, plants, eukaryotic and prokaryotic
microorganisms, existing among them a high structural and functional heterogeneity. In
particular, Tetrahymena MTs (family 7) have a special interest as they have some unique
features comparing to classic MTs: they are longer, have a higher number of Cys residues and
their chelating capacity is also bigger.

One of the objectives of this research work for the doctoral thesis was to increase our
knowledge about the molecular biodiversity of Tetrahymena MT genes and their ability to
respond to stressful conditions. We isolated the cDNAs of 12 new CdMTs and 9 new CuMTs in
five still non-explored species: T. patula, T. borealis, T. americanis, T. malaccensis and T.
elliotti. The comparative analysis of all Tetrahymena MTs corroborates the subdivision of
family 7 into two subfamilies: 7a or CdMTs and 7b or CuMTs. Both subfamilies mainly differ in
their characteristic Cys pattern, the different ratio between Lys and Cys residues, the
conserved modular pattern of CdMTs, their glutamine codon usage asymmetry and their
preferential induction by Cd?* or Cu®, respectively. The expression profiles of some of the new
MT genes have been analyzed by quantitative RT-PCR after different stressful treatments.
These studies have confirmed the multi-stress character of MTs, that can respond to heavy
metals and also to oxidant compounds, acid or basic pH conditions, high temperatures (42°C)
or starvation.

Secondly, another main objective was to explore the cellular response of T. thermophila to
an extreme metal stress. We have obtained three metal adapted strains (named as Cd-ADAP,
Cu-ADAP and Pb-ADAP) after exposing (during more than two years) wild-type cells to
increasing concentrations of Cd*, Cu®* or Pb%, respectively. These adapted strains tolerate
maximum metal concentrations of 115 uM of Cd?*, 4 mM of Cu? or 5,5 mM of Pb%, that are
considerably higher than LCso values previously defined for the SB1969 control strain. Their
morphological characterization by confocal fluorescent microscopy and transmission electron
microscopy (TEM) shows different adaptation strategies among them. In particular, abundant
electro-lucid granules were observed in the Cd-ADAP strain and they were similar to
mammalian lipid deposits, therefore, cadmium adaptation seems to be related to lipid droplets
synthesis. On the other hand, multiple electro-dense and big lead granules were observed in
Pb-ADAP cells, so this strain had evolved a very efficient system to bioaccumulate lead and
then release it to the extracellular medium as a non bioavailable form (non toxic). Therefore
and taking into account the high ability of the Pb-ADAP strain to remove Pb?* from the medium

11



Summary

(more than 90% of the initial metal content in only 24h), this strain may be a good candidate
for the bioremediation of this metal in polluted ecosystems.

T. thermophila response to metal stress has been also analyzed using different knockout
(KO) and/or knockdown (KD) strains, that were obtained by biolistic transformation after
eliminating one or two MT genes. These strains were named as MTT1KO, MTT5KD and
MTT1KO+MTT5KD. The MTT5 gene is the first MT gene described as an essential gen and it
was not possible to isolate a stable knockout strain for this gene. Moreover, we have detected
that the drastic reduction of the number of copies/ul of the MTT5 gene in the MTT5KD strain
was compensated by the creation of new MT genes. These new isoforms were obtained by the
cell by homologous recombination processes from two original MTT1 copies and they were
actives and able to over-express after Cd?* treatments. This adaptive process to the absence of
an essential gene constitutes a new cell mechanism not reported in Microbiology until now.

The comparative analysis of the MT gene expression levels among different T. thermophila
strains (including metal-adapted and knockout and/or knockdown strains) has provided us new
valuable information about the specific functions of each of the five MT isoforms and their
relevance under metal extreme stress situations. A possible transcriptional co-regulation has
been also detected among these MT genes. Furthermore, we calculated the number of
copies/ul for the MT genes in the different T. thermophila strains and we discovered a
differential macronuclear amplification of the whole subchromosomic fragment which
contains MTT1 and MTT3 genes. This amplification is a relatively fast and reversible process
and it is exclusive of the Cd-ADAP strain.

Tetrahymena MT gene expression is mainly regulated at transcriptional level probably by
AP-1 transcription factors (bZIP superfamily). We have described four AP-1 transcription
factors in each of the four analyzed Tetrahymena species and all of them are highly conserved.
The comparative analysis of the expression levels of the four T. thermophila AP-1 genes has
shown that they are probably regulating the MT gene response under metal stress. Likewise, a
model to explain the differential functions of each AP-1 transcription factor has been
proposed.
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INTRODUCCION

A.- LOS METALES COMO TOXICOS AMBIENTALES: TOXICIDAD Y MECANISMOS
DE RESISTENCIA

A.1. Definicién de metal, metaloide y metal pesado

Los metales son definidos quimicamente como aquellos elementos que conducen la
electricidad, tienen un brillo metalico, son ductiles y maleables, forman cationes y tienen
oxidos basicos (Atkins and Jones, 1997). Teniendo en cuenta esta definicion muchos elementos
pueden ser descritos como metales y, por esta razon, han ido surgiendo otros términos para
especificar diferentes subgrupos dentro de este concepto tan amplio (Duffus, 2002). Entre
ellos, destaca el concepto de metaloide (denominado semimetal por algunos autores) con el
gue nos referimos a aquellos elementos que, a pesar de tener la apariencia fisica y las
propiedades de un metal, se comportan quimicamente como un no-metal (Atkins and Jones,
1997). Algunos ejemplos de metaloides son el arsénico, el aluminio o el galio (Schnockel,
2008).

Por otro lado, el término "metal pesado", ampliamente utilizado en las publicaciones
cientificas durante las ultimas décadas, es uno de los términos de mayor controversia ya que
aun no ha sido definido con precisién y en cada caso se utilizan diferentes criterios, como
pueden ser: la densidad (superior a 5 g/cm®) (Jarup, 2003), la masa atémica, el nimero
atémico (superior a 20, excluyendo metales alcalinos y alcalinotérreos) o las propiedades
quimicas de los diferentes elementos metdlicos y sus derivados (Duffus, 2002). Aunque
algunos autores defienden el uso de este concepto ante la falta de alternativas mejores y a
pesar de su imprecision, otros consideran necesaria una nueva clasificacién en base a las
propiedades fisico-quimicas de cada elemento que permita interpretar las bases bioquimicas
de su toxicidad (Hodson, 2004). Algunas autoridades como la IUPAC (Unién Internacional de
Quimica Pura y Aplicada) proponen como alternativa el uso del término "metal tdxico",
considerando las concentraciones letales de cada elemento para permitir una clasificacion mas
precisa. En definitiva, como el término "metal pesado" normalmente se relaciona en
ecotoxicologia con las connotaciones de toxicidad y contaminacién ambiental, en este trabajo
se seguira empleando este término (a pesar de la controversia que suscita) junto con el nuevo
propuesto por la IUPAC ("metal téxico") a la espera de tener una definicion mejor.

A.2. Importancia medioambiental de los metales

Los metales son componentes naturales de la corteza terrestre, cuya composiciéon y
concentraciones varian entre las diferentes regiones geograficas (Jaishankar et al., 2014). Los
metales juegan un papel muy importante en la vida de todos los seres vivos. De hecho, algunos
como K, Na, Ca, Fe, Ni, Mg, Mn, Co, Zn y Cu son micronutrientes esenciales en bajas
concentraciones para el metabolismo y el crecimiento celular, pueden contribuir a la
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estabilizacidon de estructuras y moléculas bioldgicas, funcionan como co-factores en multitud
de reacciones enzimaticas o en las cadenas transportadoras de electrones (Gadd, 2000), e
intervienen en la regulaciéon de la expresion genética.

Por otro lado, existen ciertos metales que, en general, no forman parte de los organismos
vivos y son considerados como no esenciales, tales como: Cd, Al, Ag, Hg o Pb (Bruins et al,,
2000). Muchos de éstos se clasifican entre los contaminantes medioambientales mas
abundantes y téxicos del planeta, pues forman complejos persistentes que no pueden ser
transformados por procesos biolégicos ni quimicos. Una vez en el suelo, los metales pueden
guedar retenidos en éste o bien movilizarse hasta las aguas superficiales o subterraneas,
transferirse a la atmdsfera por procesos de volatilizacién o ser absorbidos por las plantas e
incorporase a las cadenas tréficas, donde tienden a acumularse y bioamplificarse hasta llegar
al ser humano, al que ocasionan graves problemas de salud (Fairbrother et al., 2007; Dal Corso
et al., 2010). Ademas, en los Uultimos afios y principalmente como consecuencia de
determinadas actividades de origen antropogénico (la mineria, la agricultura, la produccién de
energia, el transporte u otras actividades industriales), los niveles de estos contaminantes han
aumentado considerablemente en el aire y en los ecosistemas terrestres y acuaticos (Klimek,
2012). Por todo ello, los metales pesados han llegado a ser considerados como contaminantes
ambientales prioritarios (Martin-Gonzdlez et al., 2006) y la EPA (Agencia de Proteccion
Ambiental) ha desarrollado programas de control frente a ellos ante el riesgo que suponen
para la salud humana y el medio ambiente (Fairbrother et al., 2007).

A continuacién, se describe brevemente la importancia medioambiental de los metales que
han sido utilizados en el presente trabajo de investigacion:

v Arsénico (As): es un metaloide no esencial que se encuentra en el ambiente tanto en
forma organometdlica como inorgdnica y que presenta dos estados de oxidacidon
principales: arsenito (As*) y arseniato (As>*) (Jaishankar et al., 2014). También es capaz de
formar éxidos, sulfuros y sales de hierro, sodio, calcio, cobre, etc. (Singh et al., 2007). La
contaminacidon por arsénico puede ocurrir tanto como consecuencia de los procesos
geoldgicos naturales como por actividades del ser humano, como son la mineria o el uso
de diferentes fertilizantes o pesticidas (Matschullat, 2000). El arsénico es un potente
inhibidor de la respiracién mitocondrial y genera especies reactivas de oxigeno y de
nitrégeno (Valko et al., 2005; Rana, 2008). El arsénico es el responsable de la induccion de
distintas rutas de sefializacién, como varias vias de apoptosis y de muerte celular
autofagica en células de mamifero (Rana, 2008; Franco et al., 2009). Ademas, es un
potente agente mutageno y carcinogénico. Una exposicion prolongada a este metal
puede acarrear la aparicion de lesiones cutdneas, distintos tipos de cancer, problemas
neurolégicos, enfermedades pulmonares, hipertensién, alteraciones cardiovasculares o
diabetes mellitus (Smith et al., 2000).

v Plomo (Pb): es un metal con un Unico estado de oxidacién (Pb**) que carece de cualquier
funcién bioldgica conocida. Se considera uno de los metales mas téxicos y abundantes del
planeta. La contaminacién de origen antropogénico puede proceder de muy variadas
fuentes, como son: el uso de fertilizantes y pesticidas, los residuos industriales, las
actividades mineras, los gases liberados por los automdviles, los aditivos en la gasolina

16



Introduccion

que posteriormente sufren un proceso de combustidn, etc. (Sharma and Dubey, 2005).
Ademas, al ser soluble en agua, el plomo puede ser absorbido por las raices de las plantas
e incorporarse asi a la cadena alimentaria. De esta forma, los seres humanos pueden
exponerse a plomo mediante la ingesta de agua o alimentos contaminados o mediante la
inhalacién de particulas de plomo generadas por combustion (Goyer, 1990). En las
plantas, el plomo altera gran cantidad de procesos fisioldgicos induciéndose la produccién
de ROS (radicales libres de oxigeno), dafios en la membrana fosfolipidica y, en ultimo
término, daios en los procesos fotosintéticos y en el crecimiento general de la planta
(Najeeb et al., 2014). Por otro lado, en las células animales, el plomo actua principalmente
a dos niveles: afectando al transporte de iones divalentes (Ca**, Mg” o Fe®) y
monovalentes (Na*) y favoreciendo situaciones de estrés oxidativo. Esta accidn pro-
oxidante del plomo conduce a un aumento de los niveles de ROS y a una disminucion de
los niveles de antioxidantes mediante la inhibicion enzimatica y la peroxidacién lipidica
(Wadhwa et al., 2012; Jaishankar et al., 2014). Ademas, la alteracidn del transporte idnico
afecta enormemente al metabolismo celular y a multitud de procesos bioldgicos, tales
como: la adhesiéon celular, la sefializacién intra- e inter-celular, el plegamiento de las
proteinas, la apoptosis, la regulacion enzimatica o la comunicacién neuronal (Jaishankar et
al., 2014).

Cadmio (Cd): es un metal no-esencial que presenta un Unico estado de oxidacién (Cd**).

Se utiliza principalmente en la fabricacidon de baterias recargables, pero también en los
bafios o revestimientos metalicos y en la elaboracién de pigmentos (Jaishankar et al.,
2014). El cadmio puede permanecer en los suelos durante décadas y ser absorbido
gradualmente por las plantas, que lo acumulan (bioamplificaciéon) y favorecen su
incorporacién a la cadena alimentaria. El ser humano puede exponerse a cadmio tanto
mediante la inhalacion como mediante la ingestion de alimentos contaminados
(principalmente frutas y verduras), pudiendo llegar a sufrir intoxicaciones agudas o
cronicas, alteraciones dseas y renales, deficiencias en el sistema inmune o cancer
prostatico o hepdtico (Bertin and Averbeck, 2006; Joseph, 2009). Ademas, una vez que el
metal es absorbido por el organismo, permanece en él durante toda su vida. A nivel
celular el cadmio presenta efectos muy negativos para todo el sistema enzimdtico y
bloquea los canales de membrana para el calcio. También es considerado como un agente
genotéxico como consecuencia del gran estrés oxidativo que produce y la interferencia en
los mecanismos de reparacién del ADN (Bertin and Averbeck, 2006). En plantas induce
situaciones de deficiencia nutricional (Irfan et al., 2013).

Cobre (Cu): es un metal esencial para la mayoria de los seres vivos y, debido a su caracter
redox, participa como cofactor de muchas enzimas relacionadas con el transporte de
electrones y las reacciones quimicas del oxigeno. Ademads, al menos 30 metaloproteinas
han sido clasificadas como cobre-proteinas o cobre-enzimas, que participan en multiples
procesos, tales como: la fotosintesis (plastocianina), la respiracion (citocromo c oxidasa),
la destoxificacidén de radicales libres (superdxido dismutasas) o la oxidacion de metales o
sustratos organicos, produciendo gran cantidad de metabolitos, neuropéptidos,
pigmentos y otros compuestos bioldgicamente activos (Solomon et al.,, 2014). De esta
forma, el contenido celular de cobre debe regularse para asegurar los niveles necesarios
para el funcionamiento celular sin que se encuentre en exceso, porque puede ser toxico.
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En general, se acepta que la toxicidad celular del cobre se debe principalmente a su
caracter redox y a la formacién de ROS. El ién clprico (Cu?*), en presencia de reductores
celulares, es reducido a idn cuproso (Cu’), que puede reaccionar con el perdxido de
hidrégeno mediante la reaccion de Fenton dando lugar al radical hidroxilo, que es
extremadamente reactivo y puede ocasionar una intensa peroxidacion lipidica y, por
tanto, graves alteraciones a nivel de membrana y mitocondria (Valko et al., 2005; Besold
et al., 2016). Ademas, el cobre puede desplazar al hierro de las agrupaciones Fe-S,
inactivando varias enzimas (Macomber and Imlay, 2009), o incluso puede causar roturas
en el ADN y la oxidacidn de bases (Franco et al., 2009).

v' Zinc (Zn): es un metal esencial para la mayoria de los seres vivos porque participa en
numerosos procesos fisioldgicos, tales como: el mantenimiento de la integridad de la
membrana celular (funcidn estructural), multiples reacciones enzimaticas relacionadas
con el metabolismo de lipidos, proteinas y carbohidratos (funcion catalitica), actia como
mediador de procesos de sefializacion inter- e intracelular y participa en la regulacién de
la expresidon genética (Kimara and Kambe, 2016). Ademas, el zinc se considera como un
potente antioxidante que protege a las células mediante diferentes mecanismos:
induciendo y manteniendo los niveles basales adecuados de metalotioneinas, formando
parte de la superdxido dismutasa o interaccionando tanto con moléculas ricas en grupos
tidlicos como con otros metales con actividad redox como el cobre o el hierro (Formigari
et al., 2007; Bell and Vallee, 2009). Por todas estas razones, como en el caso del cobre, se
debe regular la concentracién celular de zinc de manera precisa, pues a elevadas
concentraciones puede comportarse como un agente oxidante e inducir procesos de
apoptosis celular (Valko et al., 2005; Formigari et al., 2007).

La biodisponibilidad de los metales es la capacidad de éstos para atravesar la membrana
citoplasmatica hacia el interior celular (Semple et al., 2004). Por otro lado, la bioaccesibilidad
se define como la cantidad de metal que esta o puede estar disponible en un periodo de
tiempo y ante determinadas condiciones (Semple et al., 2004). De esta forma, la
biodisponibilidad de los metales y, por tanto, su toxicidad, varian enormemente segun las
condiciones fisico-quimicas del medio: pH, temperatura, potencial redox, concentracién de
oxigeno, capacidad de intercambio catidnico, concentracion de materia orgdnica, presencia de
otros metales (reacciones de sinergia o de antagonismo), etc. (Bondarenko et al., 2008). De
entre todos estos factores destaca el efecto del pH sobre el comportamiento de los metales: a
pH acido aumenta considerablemente la biodisponibilidad de los mismos (Fairbrother et al.,
2007). Sin embargo, ademas de dichos factores fisico-quimicos, la biodisponibilidad de los
metales también es influida por la propia actividad metabdlica de los microorganismos del
suelo asi como por otros procesos bioldgicos tales como la bioprecipitacidn, la biosorcion
(secuestro extracelular) y la bioacumulacidon (secuestro intracelular) (Bondarenko et al., 2008)
(explicados en el apartado A.4).
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A.3. Mecanismos de toxicidad celular de los metales y metaloides

Todos los metales son téxicos en mayor o menor medida para los seres vivos, incluso los
metales esenciales, que son perjudiciales a elevadas concentraciones. La causa primaria de la
gran toxicidad de los metales es su capacidad para interaccionar con moléculas organicas,
presentando un efecto nocivo sobre biomoléculas esenciales como son las proteinas, los
acidos nucleicos o los lipidos de membrana (Fig. 1). En multiples ocasiones incluso provocan la
muerte celular por apoptosis o necrosis (Gallego et al., 2007).
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Fig. 1. Rutas de toxicidad celular causadas de manera directa o indirecta por la presencia de metales
pesados. HSPs: proteinas de choque térmico. MTs: metalotioneinas. Flecha azul: efectos causados
directamente por los cationes metalicos. Flecha verde: efectos causados por ROS. Flecha negra: efectos
causados por ambos factores.

Los iones metalicos pueden entrar al interior celular mediante dos mecanismos diferentes:
a-) mediante un proceso inespecifico relacionado con el gradiente quimiosmotico generado a
través de la membrana citoplasmatica, o b-) mediante un mecanismo altamente especifico
dependiente de energia (transporte activo a través de ATPasas de tipo P, subfamilia 1B)
(Hussain et al., 2004; Sitsel et al., 2015). El primero de los mecanismos se trata de un sistema
rapido y expresado de manera constitutiva que permite la entrada libre ("open gate") de los
iones metalicos, llegando a alcanzarse rapidamente los niveles téxicos de éstos en el interior
celular. Sin embargo, el segundo mecanismo de entrada es altamente especifico,
relativamente lento y sélo se expresa ante determinadas circunstancias (requerimientos
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metabdlicos, hambre, etc.), por lo que puede considerarse un sistema inducible (Choudhury
and Srivastava, 2001).

Una vez en el interior celular, los cationes metdlicos pueden reaccionar con moléculas
esenciales para la célula (Fig. 1). Cabe destacar su gran afinidad por grupos sulfidrilo, radicales
amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo (Navarro-Avifié et al., 2007). El resultado de esta unidn
ligando-metal puede ser muy perjudicial, afectando de diferentes formas a la viabilidad celular:

a-) Accidn directa sobre las proteinas: los metales pesados pueden causar la inhibicién de su

actividad o la pérdida de su estructura al desplazar o sustituir a otros metales esenciales que
son fundamentales para mantener la conformacion y/o la funcién de la proteina. Los
desplazamientos entre metales son frecuentes cuando la concentraciéon del metal pesado
competitivo es elevada y la del metal esencial es deficiente. Un ejemplo es la sustitucion del
zinc por plomo en la 8-acido aminolevulinico deshidratasa humana (Goering, 1993).

b-) Accién directa sobre los dcidos nucleicos: algunos metales pesados (como el Cr**) pueden

unirse de manera directa a los acidos nucleicos, alterando su conformacidn activa (Nickens et
al., 2010).

c-) Estrés oxidativo: los metales pesados pueden estimular de manera directa (generacion de
ROS y otros radicales libres) o indirecta (disminucidn/inhibicién de los sistemas antioxidantes)
los fendmenos de estrés oxidativo (Rico et al., 2009). Ademas, el comportamiento de los
metales es diferente en funcién de si éstos presentan actividad redox o no. Los metales con
actividad redox pueden producir radicales libres por dos vias principales: la autooxidacién y la
via Fenton/Haber-Weiss. Los metales con mas de una valencia son capaces de autooxidarse en
presencia de oxigeno produciendo el radical superéxido y peréxido de hidrégeno (Yamamoto
and Kawanishi, 1991). Por otro lado, en la reacciéon de Fenton se descompone el perdxido de
hidrégeno mediante la adicion de sales de hierro para formar el radical hidroxilo, altamente
reactivo y nocivo. En la reaccién de Haber-Weiss se aprovecha el radical hidroxilo producido
por la reaccion de Fenton para reaccionar con mas peroxido y originar el radical superoxido,
gue a su vez reacciona con mas peroxidos y genera de nuevo los radicales obtenidos por la
reaccion de Fenton. De esta forma, el metal reducido se vuelve a oxidar formandose un bucle
de oxidacién y reduccidon que genera en cada ciclo radicales hidroxilo (Navarro-Avifid et al.,
2007).

Finalmente, los ROS y otros radicales libres pueden provocar dafos a distintos niveles:

- La inactivacidn de proteinas y enzimas mediante la oxidacién de sus grupos sulfidrilos
y la formacién de puentes bisulfuros.

- La peroxidacién lipidica de las membranas celulares, causando rupturas vy
subproductos de las cadenas hidrocarbonadas.

- Dafios genotoxicos sobre el ADN, tanto mediante un dafio oxidativo directo en las
bases nucleotidicas que originan alteraciones mutagénicas como la 8-OH-dG (Bertin
and Averbeck, 2006), como mediante la modificacidon de las proteinas que intervienen
en la reparacién del ADN.
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A.4. Mecanismos de resistencia frente a metales y metaloides

Frente a estos mecanismos de toxicidad y ante la presidn selectiva que ejerce la presencia
de metales en el ambiente, los seres vivos han desarrollado diversos mecanismos de
resistencia o defensa, tanto frente a metales esenciales que se encuentren en una elevada
concentracién como frente a metales pesados no esenciales y altamente toxicos (Fig. 2). Las
interacciones microorganismo-metal pesado han sido ampliamente estudiadas en los ultimos
afios (principalmente en bacterias y hongos) con el propdsito de analizar su posible aplicacion
en procesos de biorremediacidn. Este tipo de interacciones desencadenan tanto una respuesta
general de estrés celular como un mecanismo especifico de resistencia al metal pesado, que
protegen a la célula contra la toxicidad del mismo (Gutiérrez et al., 2008).
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Fig. 2. Esquema de los seis principales mecanismos de resistencia frente a metales/metaloides que
pueden existir en los microorganismos y en otros muchos seres vivos. (?): existen indicios de que podria
existir un mecanismo de defensa de este tipo en un determinado grupo pero aun no se ha comprobado
experimentalmente. FT: factor de transcripcién. MT: metalotioneina. MP: metal pesado (representado

con esferas verdes). MT-MP: complejo metalotioneina-metal pesado.

Se pueden distinguir al menos seis mecanismos de resistencia a metales y/o metaloides
presentes tanto en microorganismos eucariotas como procariotas, asi como en organismos

superiores (Fig. 2) (Bruins et al., 2000):

1- BLOQUEO DE LA ENTRADA DEL METAL AL INTERIOR CELULAR
Este mecanismo evita la entrada de metal mediante alteraciones en la membrana, la pared o la

envoltura celular (barreras permeables) con el fin de proteger los componentes celulares
esenciales y sensibles a la presencia de metal (Bruins et al., 2000). Otras veces se impide la
entrada de metales téxicos mediante el bloqueo de los sistemas de transporte activo de
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algunos metales esenciales, como el Mg®* y el fosfato, que seran captados por una via
alternativa (Bruins et al., 2000).

Este mecanismo de defensa es tipicamente bacteriano y ha sido ampliamente descrito en
diferentes especies: Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis (ante la presencia de Cd*),
Pseudomonas putida (tanto para el caso del Cd** como del Zn**) (Gowri and Srivastava, 1996) o
Pseudomonas aeruginosa (para la defensa frente a Cr®") (Ahemad, 2014). En Escherichia coli,
ante un exceso de Cu*" en el medio, se consigue reducir la permeabilidad de la membrana
celular al alterarse especificamente (mediante la mutacidn de un Unico gen) la produccion de
un canal proteico de membrana (Bruins et al., 2000). Aunque no dispongamos de evidencias
experimentales, posiblemente este mecanismo de bloqueo también exista en hongos y ciliados
debido al gran nimero de bombas que presentan para el transporte activo de metales
esenciales, con los que competirian los metales toxicos para acceder al interior celular.

2- ELIMINACION CITOPLASMICA DEL METAL MEDIANTE BOMBAS DE EFLUJO
Este mecanismo permite la expulsidon de los cationes metdlicos acumulados en el citoplasma

mediante su transporte activo a través de bombas de eflujo. El hecho de que este mecanismo
de resistencia sea dependiente de ATP se demostré al observar una reduccion significativa en
el bombeo de iones tras el uso de desacopladores energéticos y antibidticos ionéforos (Bruins
et al., 2000). Se han descrito dos sistemas de transporte activo para expulsar metales: a-)
mediante ATPasas de membrana de tipo P o de tipo ABC (ATP Binding Cassette) y b-) mediante
un sistema antitransportador catién/protdn (Silver and Phung, 2005). Entre ellos, destaca el
ejemplo de la ATPasa de tipo P denominada CadA, que proporciona resistencia a Cd**y Zn** en
S. aureus y Pseudomonas spp. (Silver and Phung, 2005). Por otro lado, como ejemplo de
antitransporte cation/protdon destaca el sistema Czc de la bacteria del suelo Ralstonia
eutrophus, que aporta resistencia a Cd**, Zn*" y Co®* (Choudhury and Srivastava, 2001).

En definitiva, este mecanismo de resistencia es de gran importancia en muchas bacterias, pero
también ha sido estudiado en hongos (Weissman et al., 2000) y en algunos organismos
superiores como los mamiferos. Un ejemplo es la proteina transportadora denominada ZnT4,
que es la responsable del bombeo extracelular del exceso de zinc en mamiferos (Choudhury
and Srivastava, 2001). Finalmente, en el caso de los ciliados, es muy posible que también exista
este mecanismo de resistencia ya que, segun los andlisis in silico del genoma macronuclear de
Tetrahymena thermophila, los ciliados presentan un gran nimero de genes que codifican este
tipo de transportadores: 485 bombas de las que 91 son ATPasas de tipo P (Gutiérrez et al.,
2011). Por lo tanto, muy probablemente alguna de estas bombas permitira la expulsidn activa
de metal al exterior celular. Esta posibilidad se corrobora con el andlisis de diversas genotecas
de expresidn obtenidas en T. thermophila tras la exposiciéon a Cd**, Pb** 0 As>*, que indican que
del total de los ADNc estudiados aproximadamente un 4,6% de ellos codifican transportadores
de membrana en presencia de Cd*"y un 2,6% en presencia de As®* (Gutiérrez et al., 2008).

3- BIOACUMULACION (SECUESTRO INTRACELULAR)
Consiste en la inmovilizacién y acumulacidon citoplasmaticas de los cationes metalicos

mediante su unidn a proteinas (metalotioneinas), péptidos especificos (fitoquelatinas o
glutatidn) o a otras moléculas organicas como los granulos de reserva de polifosfatos. Una vez
formados los complejos molécula ligando-metal, éstos pueden compartimentalizarse en
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vacuolas, cloroplastos o mitocondrias y, posteriormente, eliminarse al exterior celular como
formas ya no téxicas (Klaassen et al., 2009; Vasak and Hasler, 2000).

Se distinguen dos tipos de moléculas de naturaleza peptidica capaces de quelar metales
pesados y generalmente implicadas en procesos de destoxificacidn celular:

3a-) Moléculas biosintetizadas enzimaticamente:

Entre éstas destacan el tripéptido glutation (y-Glu-Cys-Gly) y las fitoquelatinas (PCs). Las
PCs se describieron por primera vez en la levadura de fision Schizosaccharomyces pombe
(Kondo et al, 1984), donde se nombraron inicialmente como cadistidinas.
Posteriormente, también se han encontrado PCs en plantas superiores (Grill et al., 1988),
en gran cantidad de hongos (Grill et al., 1986; Guimardes-Soares et al., 2006), en algunas
microalgas como Chlamydomonas reinhardtii (Grill et al., 1989; Brautigam et al., 2011) y
Euglena gracilis (Mendoza-Cézatl et al., 2002), en platelmintos como Schistosoma
mansoni (Rigouin et al., 2013) y en el nematodo Caenorhabditis elegans (Vatamaniuk et
al., 2000). Sin embargo, no se han descrito PCs en el ser humano ni en ningun otro
mamifero (Garcia-Garcia et al., 2016).

Las PCs son oligopéptidos derivados del glutation (GSH) (Fig. 3A) que se sintetizan
enzimaticamente por la fitoquelatin-sintasa (y-glutamilcisteiniltransferasa; EC 2.3.2.15).
Esta enzima se induce en presencia de metales como Cd**, Cu**, Zn**, Ag* o Hg”*" (Hirata et
al., 2005), con los que las PCs se unen y forman complejos (Fig. 3B). Por ello, se atribuyen
a las PCs tanto las funciones de destoxificacion celular frente a metales toxicos como el
mantenimiento de la homeostasis de los niveles intracelulares de metales esenciales
(Mendoza-Cézatl et al., 2011).
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Fig. 3. Estructura primaria de las fitoquelatinas (PCs) (A) y complejos PCs-Cd”* (B). Generalmente,
se indica la estructura primaria de las PCs como (y-Glu-Cys)n-Gly, donde n= 2-11. Las formas idnicas
de los metales pesados como el Cd*" se unen de manera coordinada a uno, dos, tres o cuatro
atomos de azufre, dando lugar a los complejos péptido-metal. Imagen tomada de Hirata et al.,
2005.

Por otro lado, los granulos de volutina o polifosfatos también participan en los procesos
de bioacumulacién de metales pesados. Estos han sido descritos en bacterias, protozoos,
algas, plantas y células de mamiferos (Docampo and Moreno, 2008; Lemercier et al.,
2004; Ruiz et al, 2001). Los polifosfatos son compartimentalizados en los
acidocalcisomas, que son organelas acidas con una elevada concentracién de pirofosfato
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(Pi), polifosfatos (P-Pn) y metales esenciales como Ca**, Mg, Fe** o Zn** (Garcia-Garcia et
al., 2016), en donde estos ultimos pueden ser sustituidos por metales toxicos.

3b-) Moléculas codificadas por genes:

Destacan las metalotioneinas (MTs), que son proteinas citosélicas de, en general, bajo
peso molecular y caracterizadas por un elevado contenido en residuos de cisteina
(Gutiérrez et al., 2009). Las MTs se han descrito en algunos microorganismos procariotas,
y en todos los organismos eucariotas, incluyendo el ser humano, en el que se han
identificado al menos diez isoformas de MTs distribuidas en cuatro grupos distintos (MT-
1, MT-2, MT-3 y MT-4) en funcién de su peso molecular, el metal al que se unen de
manera prioritaria, los genes que las codifican, etc. En el ser humano estas MTs se
sintetizan principalmente en el higado y los rifiones y tienen una localizacion celular y
funciones caracteristicas (Thirumoorthy et al., 2011).

4- BIOSORCION (SECUESTRO EXTRACELULAR)
Este mecanismo de resistencia se basa en el secuestro pasivo de los cationes metalicos por

polimeros extracelulares, paredes celulares o capsulas (Nies, 1999). Es un mecanismo rapido e
independiente de cualquier actividad metabdlica y, por tanto, a diferencia de los procesos de
bioacumulacidon previamente explicados, los fendmenos de biosorcién son llevados a cabo
tanto por células vivas como por células muertas, asi como por formas de resistencia
metabdlicamente inactivas (esporas bacterianas, quistes de resistencia de protistas, etc.)
(Francgois et al., 2011). Un ejemplo es el proceso de biosorcidon que lleva a cabo el ciliado
Colpoda inflata, cuyos quistes maduros son capaces de retener en sus cubiertas glucoproteicas
los cationes de Cd*", disminuyendo su biodisponibilidad en el medio y, por tanto, su toxicidad
(Gutiérrez et al., 2008).

Las bacterias parecen ser los organismos con mayor capacidad para adsorber metales en su
superficie debido a su mayor relacidn superficie-volumen vy, junto con hongos y algas son cada
vez mas utilizadas en practicas de biorremediacion de metales pesados frente a otros métodos
tradicionales mas costosos y complejos (Rehman et al., 2010; Javanbakht et al., 2014). De esta
forma, los biosorbentes pueden contener una gran variedad de sitios funcionales, tales como:
grupos carboxilo, imidazol, sulfidrilo, amino, fosfato, sulfato, tioéter, fenol, carbonilo, amida e
hidroxilo, que permiten la adsorcién/retencidn de los metales (Javanbakht et al., 2014).

5- BIOTRANSFORMACION
Esta estrategia permite obtener especies idnicas menos tdxicas o incluso no téxicas mediante

diferentes procesos metabdlicos celulares. Las modificaciones quimicas mas frecuentes son la
reduccion y la metilacidon de los cationes téxicos. Los procesos de biotransformacién han sido
ampliamente descritos en bacterias, hongos y protozoos ciliados. Un ejemplo de este
mecanismo es el proceso de destoxificacion del mercurio que llevan a cabo muchas bacterias
gracias a la expresién del operédn mer, que entre otras proteinas, codifica una mercurio-
reductasa (MerA). Esta enzima es capaz de transformar la forma téxica del mercurio (Hg”*) en
su forma volatil (Hg°), menos tdxica para la célula (Silver and Phung, 2005). En ciliados,
recientemente se ha descrito en Tetrahymena pyriformis una metil-transferasa de arsenito
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(As®), que es capaz de metilar y volatilizar este metal pesado (Ye et al., 2014). Ademas,
muchos organismos son capaces de reducir el Cr® a Cr** tanto en el exterior celular como en el
interior de las células mediante la accidon de las enzimas cromato-reductasas (Joutey et al.,
2015). De esta forma, muchos de estos procesos de biotransformacion llevados a cabo por
microorganismos son utilizados en practicas naturales de biorremediacién, mds econdmicas
que los métodos quimicos tradicionales de retirada de metales pesados del medio (Joutey et
al., 2015).

6- BIOPRECIPITACION
Consiste en la inmovilizacidon de la forma catidnica tdxica del metal mediante la liberacion al

medio extracelular de productos del metabolismo, siendo asi otra forma de secuestro
extracelular. En este estado (acomplejados) los metales pesados no son biodisponibles y, por
tanto, no son toéxicos para los seres vivos (Gadd, 2000). La bioprecipitacién ha sido descrita
principalmente en bacterias y hongos, conociéndose en detalle dos tipos de bioprecipitacion
de origen microbiano: a-) la formacién de sulfuros metalicos como consecuencia del
metabolismo respiratorio anaerobio de las bacterias sulfatorreductoras y b-) la formacién de
complejos metalicos con acidos organicos (glucurdnico, citrico, oxalico, etc.) resultantes del
metabolismo fermentativo de bacterias y hongos heterdtrofos (Gadd, 2000). Un ejemplo es el
caso de Citrobacter spp., que gracias a la expresiéon de multiples copias de su fosfatasa acida
periplasmatica no especifica (PhoN) es capaz de hidrolizar los fosfatos organicos e inorganicos
y liberar al medio aniones fosfato (HPO,*), que interaccionan y causan la precipitacién de los
cationes metdlicos. Estos, una vez cristalizados de esta forma, dejan de ser tdxicos
(Appukuttan et al., 2006). También los procesos de bioprecipitacion son utiles para algunas
aplicaciones biotecnolégicas como la extraccidon de metales preciosos como el oro en las minas
mediante el cianuro producido por bacterias, algas u hongos, con el que se disuelve el oro con
alta eficacia y a bajo coste (Arshadi and Mousavi, 2014).

B.- LA SUPERFAMILIA DE LAS METALOTIONEINAS (MTs)

B.1. Caracteristicas generales de las MTs y clasificaciéon

Las metalotioneinas (MTs) constituyen una superfamilia de proteinas citosdlicas de bajo
peso molecular (2,5 - 8 KDa, 25 - 82 aminodcidos) (Gutiérrez et al., 2011). Estas son capaces de
quelar metales pesados a través de sus numerosos residuos de cisteina (18 -23 Cys organizadas
en dominios conservados), cuyos grupos tiol o sulfidrilo (-SH) (muy reactivos) presentan una
gran afinidad por los cationes metalicos, a los que son capaces de unirse formando complejos
metal-tiolato. En general, las MTs también se caracterizan por su bajo contenido en
aminoacidos aromaticos e histidinas (Amaro et al., 2008) (Tabla 1).

La primera MT fue aislada en 1957 del rifién de caballo como una proteina capaz de unir
cadmio (Margoshes and Vallee, 1957). Desde entonces, mdas de 20.000 articulos se han
dedicado al estudio de la estructura, bioquimica, caracteristicas funcionales, estrategias de la
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regulacidon de la expresidn génica y patrones tisulares y ontogénicos de las MTs (Capdevila and
Atrian, 2011). Se han descrito MTs en multitud de organismos diferentes: en vertebrados
(incluyendo el ser humano), en invertebrados (moluscos, artropodos, equinodermos,
nematodos y anélidos), en plantas, en microorganismos eucariotas (hongos, algas y protozoos)
y en algunos microorganismos procariotas (a- y y-proteobacterias, cianobacterias y firmicutes)
(Tabla 1) (Capdevila and Atrian, 2011; Gutiérrez et al., 2011).

Tabla 1. Caracteristicas generales de las 15 familias de MTs

Ne . N2 de 1 Residuos . Estructura tridimensional (3D)
. Organismos L. % Cys | CCC L. His 2
Familia aminoacidos aromaticos (Nterm = Cierm)
1 Vertebrados 60-68 32-34 - 0 0-1 Dominio B + Domino o
Dominio B + Domino o
2 Moluscos 64-75 28-30 + 0 0-1 Algunas isoformas pueden
tener mas de dos dominios
3 Crustaceos 58-64 30-33 + 0 0 Dominio B + Domino o
4 Equinodermos 64-67 29-32 - 0-1 0 Dominio a + Dominio B*
5 Dipteros 40-43 25 - 0 0 Un dominio globular**
6 Nematodos 62-75 2528 | - 0-1 1-4 Dominio B + Domino o
7 Ciliados 107-168 230 | + 0-4 0-2 Dominio B + Domino a
8 Hongos 1 25-27 27 - 0 0
9 Hongos 2 63 28,6 - 0 3 o .
10 Hongos 3 55 30,8 ) 1 1 Un dominio globular
11 Hongos 4 54-55 16-17 + 1 1-2
12 Hongos 5 61 19,7 - 2 1
13 Hongos 6 69 27,5 - 0 2
14 Procariotas 53-56 11-19 - 1-2 2 Un dominio con a-hélices
Plantas tipo 1 45-75 16-29 - 1-2 0 L
. Dos dominios separados por un
Plantas tipo 2 77-81 17-18 - 1-4 0
15 . segmento de 30-40
Plantas tipo 3 60-69 15-17 - 1-3 0 L,
. aminodcidos
Plantas tipo 4 76-81 19-21 - 0-1 0-2

Las MTs se clasifican en 15 familias distintas en funcion de su estructura primaria. Esta tabla se ha
construido teniendo en cuenta la clasificacidn realizada en 1999 por Binz y Kagi seguin Capdevila y Atrian
(2011), considerando los datos aportados en este ultimo trabajo. @ presencia (+) o ausencia (-) de los
motivos de cisteina: Cys-Cys-Cys (CCC). ) Jos datos sobre las estructuras 3D conocidas actualmente se
han obtenido de la base de datos MMDB (Molecular Modeling Database) del NCBI y de numerosas
publicaciones cientificas citadas en el texto. ® en estas familias existen ejemplos de estructuras de MTs
obtenidas de manera experimental mediante resonancia magnética nuclear (RMN) o cristalografia con
*)

rayos X. ™) en estas familias sélo se dispone de estructuras de MTs inferidas in silico, no obtenidas de

manera experimental.

Ante la gran heterogeneidad que existe entre las MTs de los diferentes seres vivos,
inicialmente se establecié una clasificacidn en tres clases en funcién de la similitud que tuviese
cada secuencia con la primera MT descrita en caballo (denominada como hIMT1): a) Clase I:
incluye las MTs homoélogas a hIMT1, con secuencias similares a ella; Clase ll: redne aquellas
secuencias claramente divergentes y no homodlogas a hIMT1 y Clase lll: incluye las
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fitoquelatinas, descritas en plantas y sintetizadas enzimdticamente a partir del glutation
(Fowler et al., 1987). Posteriormente, se observd que esta clasificacion era poco precisa ya que
en la Clase Il se agrupaban todas las MTs que no encajaban en la Clase |, aunque fuesen muy
diferentes entre si y, por esta razén, se establecié una nueva clasificacién de las MTs en 15
familias. Cada familia, que suele incluir las MTs de uno de los grupos taxonédmicos principales,
agrupa a aquellas MTs con secuencias muy similares entre si y relacionadas filogenéticamente
(Tabla 1) (Binz and Kagi, 1999). Sin embargo, la heterogeneidad es tan elevada dentro de las
MTs de hongos que éstas se dividen hasta en 6 familias diferentes (familias 8-13) y, en el caso
de las MTs de plantas, su gran heterogeneidad queda plasmada en 4 tipos dentro de la familia
15 (Tabla 1).

Finalmente, en los Ultimos afios se ha propuesto una nueva clasificacién basada en la
funcionalidad molecular de las MTs, que podria complementar la clasificacion filogenética
previamente expuesta. Dicha clasificacion funcional se basa en la preferencia/capacidad de
cada MT para formar complejos homometalicos con cationes divalentes (Zn** o Cd**) o
monovalentes (Cu’). De esta forma se distinguen dos categorias: Zn-tioneinas (o tioneinas de
unidén a cationes divalentes) y Cu-tioneinas, que se diferencian entre si en su patrén de
distribucion de los residuos de Cys, el nimero y tipo de residuos intercalados entre ellos o la
longitud total de los péptidos (Valls et al., 2001). Entre ambos grupos se distingue una tercera
categoria intermedia, a la que pertenecen por ejemplo la isoforma MT-4 de mamiferos y la
Crs5 de levaduras, con preferencias ambivalentes de metal (Bofill et al., 2009).

B.2. Estructura de las MTs

Muchos autores afirman que, en general, las MTs no presentan elementos de estructura
secundaria (Cobine et al., 2004; Calderone et al., 2005; Isani and Carpene, 2014). Sin embargo,
encontramos a-hélices o ldminas B en algunas MTs como en la SmtA de Synechococcus sp.
(Blindauer et al., 2001), la MT-1 del crustaceo Callinectes sapidus (Narula et al., 1995) o la MT-
3 humana (Wang et al., 2006) (Fig. 4). Las MTs presentan una estructura tridimensional (3D)
desordenada (random coil) cuando no se encuentran unidas a metal (apo-metalotioneina) y
adquieren su estructura terciaria definitiva como consecuencia de la coordinacion/unién de
metal a través de sus residuos de Cys (Isani and Carpeng, 2014). De esta forma, la estructura
3D de una MT depende totalmente de la naturaleza y el nimero de iones metalicos que
coordine, pudiendo adoptar distintas estructuras 3D segun el complejo MT-metal que forme.
Ademas, la estructura 3D de la MT sera la principal responsable de su funcidn e interaccién con
otras proteinas (Atrian and Capdevila, 2013).

Actualmente se conocen muy pocas estructuras 3D de MTs obtenidas experimentalmente
del andlisis de formas cristalinas. La primera que se dilucidé fue la de la MT-2 humana
(Messerle et al., 1990; PDB N2 1MHU y 2MHU) vy, para ello, se emplearon dos métodos: la
resonancia magnética nuclear (RMN) multidimensional/multinuclear y la cristalografia con
rayos X (Vasak, 2005). Posteriormente, tras obtenerse la estructura 3D mediante RMN de otras
MTs de mamiferos como la MT-2 de rata (Schultze et al., 1988; PDB N2 1MRT y 2MRT), la MT-
2a de conejo (Arseniev et al., 1988; PDB N2 1MRB y 2MRB) o la MT-1 de ratén (Zangger et al.,
1999; PDB N2 1DFS y 1DFT), se observé que todas ellas presentaban estructuras similares, que

27



Introduccion

se denominaron estructuras en "yo-yo" (Fig. 4A). La estructura en "yo-yo" se caracteriza por la
presencia de dos motivos globulares de didmetros comprendidos entre 15 y 20 A y
denominados a y B, correspondientes (en el caso de las MTs de mamiferos) a los extremos
carboxilo y amino terminal, respectivamente. Estos dominios contienen en su interior los
residuos de cisteina y, por tanto, las agrupaciones metal-tiolato. Cada metal es secuestrado
por cuatro Cys, asumiéndose una distancia Cd-Cys de 2,60 A (Isani and Carpené, 2014). En
todas las MTs de mamiferos los sitios de coordinacidn de metal estdn formados por 20
residuos de Cys, que permiten unir un total de 7 cationes divalentes (Cd,;Cys,,) en dos
agrupaciones separadas: el dominio a (extremo carboxilo terminal) presenta 11 Cys y puede
unir hasta 4 dtomos de metal mientras que el dominio B (extremo amino terminal) contiene 9
Cys y puede unir los 3 dtomos de metal restantes (Peroza et al., 2009). Los dos dominios
globulares estdn conectados entre si mediante una region bastante lineal que contiene 30-31
residuos de lisina (Vasak, 2005) (Fig. 4A).

Dominio B
(N-term)

)y @
[Cd3Cys.] v‘;\{\:
N

\

Dominio o ) ng,/‘\ »

/) 5 Unico dominio “
(C-term) % [CugCysi,]

Unico dominio

[Cd4Cys11] [Zn,Cysy1] \ 2

Fig. 4. Ejemplos de estructuras tridimensionales (3D) de MTs de distintos organismos. (A) La MT-2 de
Rattus rattus (PDB N2 4MT2) con una estructura tipica en "yo-yo". (B) La CuMT CUP1 de S. cerevisiae
(PDB N2 1AQR), formada por un Unico dominio globular. (C) La SmtA de Synechococcus sp. (PDB N2 1JID)
esta también formada por un Unico dominio globular pero destaca la presencia de laminas-B. Estas
estructuras 3D se obtuvieron a partir de la base de datos MMDB (Molecular Modeling Database) del
NCBIl. Los cationes metalicos se representan con esferas rojas. Ente corchetes se indica la
estequiometria con iones metalicos de cada MT o de cada dominio. N-term: extremo amino-terminal. C-
term: extremo carboxilo terminal.

Algunas estructuras 3D de MTs de otros vertebrados no mamiferos también han sido
dilucidadas, como es el caso de la MT-nc de Notothenia coriiceps (bacalao antartico) (Capasso
et al., 2003; PDB N2 1MO0J y 1M0J), asi como las estructuras de las MTs de tres invertebrados:
la MT-1 de Callinectes sapidus (el cangrejo azul) (Narula et al., 1995; PDB N2 1DMC, 1DMD,
1DME y 1DMF), la MT-1 de Homarus americanus (la langosta americana) (Mufioz et al., 2002;
PDB N9 1J5L) o la MT-A de Strongylocentrotus purpuratus (el erizo de mar purpura) (Riek et al.,
1999; PDB N2 1QJK y 1QJL). Todas estas estructuras 3D, a pesar de tener un nimero menor de
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Cys (18 residuos) frente a las MTs de mamiferos (20 Cys) y, por tanto, presentar ligeras
diferencias en las agrupaciones metal-tiolato, son analogas a las MTs de mamiferos y también
muestran una estructura en "yo-yo". Esta estructura en dos dominios también aparece en MTs
de plantas, como la MT-1 de Triticum aestivum (Peroza et al., 2009; PDB N2 2L61, 2L62 y
2KAK). Ademas, segun los estudios realizados in silico con algunas de las MTs conocidas en
ciliados (las MTs del género Tetrahymena) y en nematodos, parece que éstas también podrian
tener una estructura en "yo-yo" (Gutiérrez et al., 2008; Stiirzenbaum, 2009) (Tabla 1). De esta
forma, la presencia de agrupaciones metal-tiolato tan similares entre MTs tan distantes
evolutivamente pone de manifiesto la importancia de este motivo estructural (Vasak, 2005).
Por otro lado, en el molusco Crassostrea gigas se ha propuesto un modelo 3D para una CAMT
con un dominio a y dos dominios B (Tanguy and Moraga, 2001).

Finalmente, las estructuras de las MTs de hongos filamentosos como Neurospora crassa
(Cobine et al., 2004; PDB N2 1T2Y) y de levaduras como S. cerevisiae (Peterson et al., 1996;
PDB N2 1AQR) no presentan la estructura en "yo-yo" tipica, sino que estan formadas por un
Unico dominio globular (Fig. 4B). Esta conformacion estructural en un Unico dominio también
parece estar presente en las MTs de dipteros (similares a la CUP1 de S. cerevisiae; Capdevila
and Atrian, 2011) y de procariotas, como es el caso de la SmtA de Synechococcus sp. (PDB N2
1JJD) (Fig. 4C, Tabla 1).

B.3. Diversidad funcional de las MTs

A pesar de que las MTs se descubrieron hace mas de 50 afios y que desde entonces se han
producido grandes avances en el conocimiento de su estructura, caracteristicas bioquimicas,
distribucidn y regulacién génica, su principal funcidn biolégica continua siendo un enigma vy es
un tema en constante debate (Palmiter et al., 1998; Isani and Carpene, 2014). Se sabe que las
MTs son proteinas multifuncionales que participan en gran variedad de procesos bioldgicos vy,
debido a su gran capacidad para la unidn de cationes metalicos, se las atribuyen las siguientes
funciones basicas: a-) el mantenimiento de la homeostasis de metales esenciales, tales como el
Cu’" o el Zn®, b-) la proteccidn celular frente a metales toxicos mediante su secuestro
intracelular y c-) la proteccién indirecta frente a especies reactivas de oxigeno (Vasak, 2005;
Diaz et al., 2007).

Muchos autores apoyan la hipotesis de que las MTs han evolucionado para cubrir diversas
funciones segln las necesidades fisiolégicas y ecotoxicoldgicas de los seres vivos en
determinadas circunstancias (Capdevila et al., 2011). Esta podria ser la razén de que la mayoria
de los organismos presenten varias isoformas funcionales de MTs, especializadas en distintas
funciones o que actuasen en distintas circunstancias o diferentes partes del organismo. Un
ejemplo muy claro es el caso de las MTs del ser humano, que presenta hasta 11 isoformas
funcionales que se agrupan en cuatro clases distintas: MT1 (MT1A, B, E, F, G, H, M y X), MT2
(también denominada MT2A), MT3 y MT4. Las isoformas de las clases MT1 y MT2 son ubicuas
y se inducen en respuesta a numerosos factores (estrés oxidativo, presencia/exceso de metal,
etc), participando en los procesos de destoxificacion de metales pesados y en el
mantenimiento de la homeostasis del Zn®*. La MT3 se sintetiza de manera constitutiva en el
sistema nervioso central y se relaciona con el crecimiento neuronal y la regulacion del
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contenido en Zn**/Cu’. Finalmente, la isoforma MT4 se expresa exclusivamente en el tejido
epitelial estratificado, participando en los procesos de proliferacién y diferenciacién del mismo
(Vasak and Meloni, 2011).

Ademas, estudios recientes sobre las MTs de mamiferos han permitido observar que estas
proteinas son capaces de interaccionar (mediante un contacto fisico directo o a través del
intercambio de metal) con multitud de proteinas de diferente naturaleza, tales como:
proteinas renales (megalina), proteinas del sistema nervioso central (LPR-1, transtiretina,
GTPasa Rab3, creatinina-quinasa, enolasa, aldolasa, piruvato quinasa, actina, tubulina),
ferritina, enzimas hidroliticas, factores de transcripcidn, albimina, proteinas relacionadas con
el cancer (p53, NF-kB o la proteina-quinasa PKCp), etc. De esta forma, las MTs ya no pueden
ser consideradas como simples proteinas capaces de unir/almacenar metal sino que se definen
como agentes celulares dindmicos implicados en procesos de neurotransmisién, control del
metabolismo celular, regulacién de la expresidon génica, respuesta frente a distintos tipos de
estrés, regulacién del ciclo celular y control de gran cantidad de procesos patoldgicos
(neurodegeneracién, inflamacién y carcinogénesis) (Atrian and Capdevila, 2013).

B.3.1. Utilizacién de cepas knockout/knockdown para analizar la funcion de las MTs

Las cepas knockout (KO) son aquellas cepas modificadas genéticamente en las que se ha
eliminado por completo y de manera definitiva un gen de interés al sustituirlo mediante
recombinacidn homoéloga por otra secuencia o inactivdndolo por otro método. En algunos
casos, debido al caracter esencial de un gen (necesario para que el organismo pueda vivir), no
es posible su eliminacidon completa pero si una reduccidn parcial de su expresion. En este caso
nos encontramos ante una cepa knockdown (KD), que puede obtenerse mediante el uso de
ARNs de interferencia especificos que disminuyen la expresiéon de un gen concreto. Tanto las
cepas knockout como las cepas knockdown son valiosas herramientas genéticas que nos
permiten conocer mas acerca de la relevancia y funcién de un gen al comparar éstas con las
cepas silvestres (Capecchi, 1989).

Desde el descubrimiento de la primera MT en el afo 1957 se han realizado numerosos
estudios para definir las funciones bioldgicas y toxicoldgicas de las MTs. Con este fin, entre
otras estrategias se han obtenido distintas cepas KO/KD de genes de MTs en distintos
organismos. Por ejemplo, en ratén, los KO en los genes MT-1 y MT-Il se han empleado para el
estudio de las MTs frente a la toxicidad provocada por distintos compuestos, tales como el
cadmio (Klaassen and Liu, 1998), el plomo (Waalkes et al., 2004) o el paracetamol, que se
relaciona con dafios por estrés oxidativo y hepatotoxicidad (Liu et al., 1999). Estos ratones KO
también se han empleado para conocer mas sobre el papel de las MTs como moléculas
sefializadoras o indicadoras de peligro en los procesos inflamatorios (Devisscher et al., 2014) o
como moléculas neuroprotectoras ante posibles dafios en el sistema nervioso central (West et
al., 2008).

En el nematodo Caenorhabditis elegans, que contiene dos genes (mtl-1 y mtl-2) que
codifican MTs, se han obtenido ademas de KO simples (uno para cada gen) un doble KO al
anular por completo ambos genes. En estos mutantes se observa que, independientemente de
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la presencia de Cd, aunque la viabilidad del organismo no se ve afectada, la delecion de estos
genes si que disminuye el crecimiento volumétrico del mismo y su capacidad reproductora
(Hughes and Stirzenbaum, 2007). Algo similar se observa en Drosophila melanogaster,
organismo en el que se han eliminado los cuatro genes de MTs (MtnA, MtnB, MtnC y MtnD),
mediante procesos de recombinacién homdloga, tanto de manera independiente afectando a
un solo gen como combinando las mutaciones, hasta incluso obtener un organismo KO en el
que se han inactivado por completo estos cuatro genes (Egli et al., 2006). Las moscas mutantes
son viables y fértiles pero mas sensibles a las elevadas concentraciones de cobre o cadmio. La
comparacién de unas cepas KO con otras ha permitido definir al gen MtnB como el gen mas
relevante en la defensa frente a Cd** mientras que el gen MtnA es el de mayor importancia en
la defensa frente a cobre (Egli et al., 2006).

En definitiva, la utilizacién de cepas knockout ha permitido profundizar enormemente en el
conocimiento sobre la funcionalidad de las MTs. Ademds, debido a que todas las cepas
knockout obtenidas hasta hoy para genes MTs son viables, se considera que las MTs no son
esenciales para la supervivencia del organismo, independientemente de la situacion de estrés
a la que se encuentre sometido. Por tanto, aunque la expresion de las MTs aporta una serie de
ventajas fisioldgicas y evita la aparicion o el desarrollo de diversas patologias, su ausencia
normalmente es suplida o compensada por otras isoformas génicas de MTs (si no estan todas
anuladas), otras moléculas queladoras (fitoquelatinas) u otros genes de respuesta a metal
como los genes cdr, que responden frente a la presencia de Cd** en C. elegans (Hughes and
Stiirzenbaum, 2007).

B.4. Regulacion de la expresion de los genes codificantes de MTs
B.4.1. Regulacion a nivel transcripcional

Aunque la mayoria de los genes MTs presentan cierto nivel de expresién en condiciones
basales (en mayor o menor medida en funcidon de cada organismo e isoforma génica), la
expresion de los genes MTs se induce por una gran variedad de estimulos, tales como: metales
pesados, agentes oxidantes y citotdxicos, hormonas, agentes inflamatorios y citoquinas,
factores de crecimiento, antibiéticos, radiaciones y otros factores que son interpretados por la
célula como sefnales de estrés (Hag et al., 2003). Ademads, sus niveles de expresion se
modifican durante los procesos de diferenciacion celular, las fases de desarrollo del organismo
(Andrews et al., 1991), el envejecimiento y algunos procesos patoldgicos como el cancer (Miles
et al., 2000; Takahashi, 2015), la enfermedad de Crohn, el Alzheimer, la esclerosis lateral
amiotrofica o las enfermedades de Wilson o de Menkes (desérdenes en el mantenimiento de
la homeostasis del cobre) (Laukens et al., 2009).

La regulacion de la expresion de las MTs ocurre principalmente a nivel transcripcional
mediante la presencia de elementos de respuesta o elementos cis en la regién promotora, a
los que se pueden unir distintos factores de transcripcién. Ademas de las clasicas cajas TATAy
las regiones de iniciacidn de la transcripcidn, los promotores de las MTs presentan, entre otros
motivos inductores de la expresion, los siguientes elementos: los elementos de respuesta a
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metal (MREs), los elementos de respuesta antioxidante (AREs) y los elementos de respuesta a
glucocorticoides (GREs) (Glinther et al., 2012) (Fig. 5).

Los MREs (elementos de respuesta a metal) fueron descritos por primera vez en la region
promotora de la MT-1 de ratdn. Estos motivos normalmente se encuentran en multicopia y
presentan la siguiente secuencia consenso: TGC(G/A)CNC, siendo N cualquier nucleétido
(Stuart et al., 1985). Ademads, los MREs parecen estar implicados tanto en la expresion basal
como en la activacion de la transcripcion de los genes MTs en respuesta a metales pesados y
agentes causantes de estrés oxidativo (Haq et al., 2003). En 1988 se identifico el factor de
transcripciéon MTF-1 (factor-1 de transcripcion de respuesta a metales), indispensable para la
induccion de la expresion de las MTs en respuesta a metales pesados (Heuchel et al., 1994) y
capaz de unirse a los elementos MREs en presencia de elevados niveles de Zn** (Westin and
Schaffner, 1988). Este factor de transcripcion, ademas de su papel en los procesos de
homeostasis, destoxificacion de metales pesados y proteccidén frente a situaciones de estrés
oxidativo e hipoxia, también parece ser importante para el desarrollo embrionario del higado
en mamiferos (Wang et al., 2004). El factor MTF-1 aparece conservado desde insectos a
mamiferos y ha sido caracterizado en el ser humano, los roedores ratén y carpincho, algunos
peces (el pez globo, la trucha o el pez cebra) y Drosophila (Dalton et al., 2000; Zhang et al.,
2001; Chen et al., 2002; Cheung et al., 2010; Lindert et al., 2008). También se han encontrado
ortologos del gen MTF-1 en el genoma de otros vertebrados e invertebrados (Giinther et al.,
2012).

El gen MTF-1 se expresa de manera constitutiva y, ante una situacién de estrés, la proteina
se traslada del citoplasma al nudcleo, activdndose y uniéndose a los motivos MREs de los
promotores de los genes MTs, regulando su transcripcion mediante interacciones directas o
indirectas con distintos componentes de la maquinaria transcripcional de la ARN polimerasa Il
Existen varios modelos que intentan explicar como tiene lugar la activacién del factor MTF-1.
En presencia de Zn**, metal requerido ya que este factor presenta en su regién N-terminal 6
dominios en dedos de Zn** (Radtke et al., 1993), algunos autores piensan que este metal
activaria directamente al factor MTF-1, produciendo un cambio en su conformacién y
favoreciendo su unién a los elementos MREs de los genes MTs (Haq et al., 2003). Sin embargo,
para el resto de metales (incapaces de activar de manera directa al factor MTF-1), deberian
plantearse otras vias alternativas de activacion del MTF-1. Segun el modelo propuesto en
mamiferos, los metales téxicos podrian desplazar al Zn®* de proteinas intra- o extracelulares,
causando de manera indirecta un aumento considerable del contenido de zZn®' libre, que
estaria disponible y activaria al factor de transcripcion MTF-1 tal y como se ha explicado
previamente (Koropatnick, 2000; Zhang et al., 2003) (Fig. 5). Otros autores han propuesto un
modelo de activacion del MTF-1 basado en el aumento de sus niveles de fosforilacion. En este
caso, podria explicarse su activacidn independientemente del metal o la condicidn de estrés
(estrés oxidativo, radiaciones) presente en el medio. Se cree que participan complejas rutas de
transduccion que incluyen, entre otras, la proteina quinasa C, la fosfoinositol-3-quinasa, la c-
jun N-terminal quinasa, la tirosina-quinasa, la caseina-quinasa Il o la sefializacién por calcio
(Saydam et al., 2002) (Fig. 5).

Ademas de la posible activacion del factor MTF-1, la presencia de algunos metales (como el
Cd*") puede activar la transcripcion de los genes MTs mediante los elementos ARE como
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consecuencia de la induccién de estrés oxidativo y la formacién de radicales libres y ROS. Los
elementos ARE (elementos de respuesta antioxidante) presentan la siguiente secuencia
consenso: TGACNNNGOC, a la que se une el factor de transcripcion Nrf-2 (Nguyen et al., 2003)
(Fig. 5). Un ejemplo de la presencia de un elemento ARE la encontramos en el promotor de la
MT-1 de ratdn, que se implica en la induccidn de la expresion de dicha MT en respuesta a la
presencia de cd* o H,0, (Andrews, 2000).

Otras secuencias reguladoras involucradas en la expresidon de genes MTs son las secuencias
GRE (elementos de respuesta a glucocorticoides). Las hormonas glucocorticoides y la IL-6
(interleukina-6) aumentan sus niveles en respuesta a procesos infecciosos, situaciones de
estrés fisico o fisioldgico o reacciones inflamatorias. Estas hormonas entran al interior celulary
se unen a sus receptores citopldsmicos (GR), favoreciendo la formacién de homodimeros y la
activacion de los mismos. Posteriormente, los receptores GR activos se desplazan al interior
del nucleo y se asocian a las secuencias GRE, activando la transcripcion de los genes MTs (Fig.
5). Estos elementos GRE aparecen en las regiones promotoras de genes MTs de mamiferos (Di
Croce et al., 1999).

Metal (Cd, Cu, Zn, Hg, etc) . Activacion de la expresion de un gen

®_@®
@)

@ Represion de la expresion de un gen

Agente oxidante
(Paraquat, menadiona, H,O3)

Estrés oxidativo
(radicaleslibresy ROS)
Cascada de

transduccion de
sefiales

Estrés (exposicion a metal, estrés
oxidativo o hipoxia)

Receptor
activo

' Expresion
. (S ] [ Genwir 1| ™
Receptor NUCLEO YRR TR CREEL
Q inactivo @ .

mRNAs

I

Infeccion, inflamacidn,
estrés fisico/fisiologico

CITOPLASMA

Fig. 5. Principales sistemas de induccidon/represion de la transcripcion de los genes codificantes de
metalotioneinas (MT). MP: proteina reguladora de la concentracién citoplasmdtica de metal. MRE:
elemento de respuesta a metal. ARE: elemento de respuesta antioxidante. GRE: elemento de respuesta
a glucocorticoides. G: hormona glucocorticoide. Hsp: proteina de choque térmico (inactiva los
receptores de hormonas glucocorticoides).
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Finalmente, en los promotores de genes MTs de algunos organismos también se han
identificado distintos sitios de unién de factores GATA ([A/T]GATA[A/G]), como en el
nematodo Caenorhabditis elegans (Moilanen et al., 1999), AP-1 (TGA[G/C]TCA) (Jenny et al.,
2006; Gutiérrez et al, 2011) y cajas GC (GGGGCGGGG), a la que se unen factores de
transcripcién con dedos de Zn de la familia Sp/XKLF como SP1 (Haq et al.,, 2003), y que
participan en la expresién basal de genes MTs. Por otro lado, ademas de todos los elementos
que participan en los procesos de activacion de la transcripcién de los genes MTs, también se
han descrito elementos represores que interaccionan con las proteinas reguladoras como son
Fos y Fra-1 (supresores mediante elementos ARE) (Haq et al., 2003) o la proteina PZ120
(descrita en la MT-2 humana) que se une especificamente a la regidn de iniciacion de la
transcripcién mediante dedos de Zn (Tang et al., 1999; Takahashi, 2015).

B.4.1.1. La superfamilia de factores de transcripcion bZIP: la familia AP-1

Los factores de transcripcion (FT) pertenecientes a la superfamilia bZIP (basic region leucine
Zipper) presentan un especial interés en esta tesis doctoral, ya que se han relacionado con la
regulacion a nivel transcripcional de los genes MTs del género Tetrahymena (Diaz et al., 2007).

Los factores bZIP han sido descritos en todos los organismos eucariotas analizados hasta el
momento. Algunos de ellos como Jun/Fos o CREB han sido ampliamente estudiados en
animales y sirven como modelos para comprender las interacciones ADN-FT, la formacion de la
estructura ternaria o las posibles modificaciones post-traduccionales que estos factores
pueden experimentar (Jakoby et al., 2002). La importancia de los factores bZIP radica en su
multifuncionalidad y en su participacion en multiples procesos biolégicos. Ademds, destaca su
papel clave en la respuesta frente a diferentes situaciones de estrés, tales como: la presencia
de un patdgeno, condiciones de temperatura u osmolaridad extremas, una elevada salinidad,
la deteccidn de sustancias téxicas en el medio, etc. (Sornaraj et al., 2016).

A pesar de que la superfamilia de factores bZIP es muy amplia y engloba a diferentes tipos
de FT, todos ellos se caracterizan por presentar en su estructura el dominio bZIP, compuesto
por dos motivos diferenciados contiguos entre si: a) una regién basica formada por unos 16

aminodcidos que permite la unién del FT con la cadena de ADN; ésta contiene una sefial de
localizacién nuclear seguida por el motivo conservado N-X;-R/K (donde N: Asparagina, R:
Arginina, K: Lisina y X: cualquier aminodcido) y b) una hélice anfipatica formada por 7 residuos

de leucina localizados cada 6 aminodacidos exactamente. Los factores bZIP deben dimerizar
entre si (formando las estructuras conocidas como "cremalleras de leucina") para poder unirse
a las moléculas de ADN. De esta forma, pueden formar tanto homo- como heterodimeros en
funcion de los fendmenos de atraccion/repulsion electrostatica existentes entre los residuos
polares de las regiones hidrofdbicas de las hélices de leucina (Jakoby et al., 2002).

Dentro de la superfamilia bZIP, distinguimos la familia AP-1 (activating protein-1 = proteina
de activacion-1). Los factores AP-1 son formas homo- o heterodiméricas que pueden estar
compuestas por factores Jun (v-Jun, c-Jun, JunB, JunD), Fos/Fra (v-Fos, c-Fos, FosB, Fral, Fra2),
ATF (ATF2, ATF3/LRF1, B-ATF), Maf (v-Maf, c-Maf, MafB, MafF, MafG, MafK y Nrl) o JDP (JDP1y
JDP2). Todos los factores AP-1 se caracterizan porque se unen a las moléculas de ADN
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mediante dos posibles elementos de respuesta: el elemento TRE (TPA (12-O-tetradecanoato-
13-acetato)-responsive element) que tiene la secuencia consenso TGACTCA y el elemento CRE
(cAMP-responsive element) cuya secuencia consenso es TGACGTCA (Karin et al.,, 1997). Los
factores AP-1 estdn implicados en la regulacidon de genes relacionados con la respuesta a
diversos estimulos (citoquinas, factores de crecimiento, distintas condiciones de estrés e
infecciones virales o bacterianas) y participan en el control de multiples procesos celulares
como la diferenciacidn, la proliferacidon o la apoptosis. Los factores AP-1 se inducen, a su vez,
por diferentes agentes estresantes (metales, citoquinas, H,0,, etc.) a través de una cascada de
sefalizacion celular en la que estan implicadas, entre otras, las MAP quinasas JNK, ASK1 y p38
(Valko et al., 2005). La regulacién de la expresidon y la activacién de los factores AP-1 es
bastante compleja y depende tanto de la composicién del dimero formado como de las
diferentes modificaciones post-traduccionales que pueden experimentar o de su interaccién
con proteinas especificas (proteina-quinasas, coactivadores transcripcionales, etc.)
(Kappelmann et al., 2014). Todos estos factores determinan la estabilidad y la especificidad de
unién de cada factor AP-1 a un determinado promotor (Schitze et al., 2008).

El estudio de los factores AP-1 presenta un especial interés en este trabajo ya que existen
numerosas publicaciones que relacionan la activacion de estos factores de transcripcion con
las metalotioneinas (MTs) ante diferentes situaciones de estrés (estrés oxidativo y estrés por
metales). Por ejemplo, en células de mamifero, Braithwaite y colaboradores (2010) detectaron
un aumento considerable de la expresion del gen MT-1 tras el tratamiento de las células con el
inductor de estrés oxidativo HNE (4-hidroxinonenal), y este aumento de MT-1 estd
correlacionado con un aumento de la actividad AP-1. Igualmente, Mattie y colaboradores
(2008) detectaron un aumento de los niveles de expresion de los genes MT-1, c-fos y c-jun asi
como un aumento considerable de la unién de los factores AP-1 a sus correspondientes
secuencias consenso tras el tratamiento con cobre durante 4h.

B.4.2. Regulacion a nivel post-transcripcional

Como se ha comentado previamente, las MTs se regulan principalmente a nivel
transcripcional pero también las modificaciones post-transcripcionales presentan una gran
importancia, pues establecen una relacién entre los niveles de ARN mensajero y los niveles de
proteina que existen en una determinada situacion (Haq et al., 2003). Ademds, algunas de las
sefiales presentes en las regiones 3'UTR de los ARNm de las MTs son claves para definir la
longevidad del transcrito o su localizacion celular. Un ejemplo se observa en el ARNm de la
MT-1 de ratdn, que generalmente se localiza en el citoplasma perinuclear gracias a la
presencia de sefiales en su region 3'UTR (Hesketh, 2004).

Ademads, se ha observado en algunas MTs la existencia de procesamientos post-
traduccionales que eliminan una parte de la proteina, origindndose una proteina funcional mas
pequena. Por ejemplo, esta posibilidad se ha descrito en la CAMT MTT1 de T. thermophila, en
la que se ha detectado un procesamiento post-traduccional en el extremo amino terminal con
la eliminacion de los dos primeros aminoacidos por una potencial peptidil-proteasa (Dondero
et al., 2004).
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B.4.3. Regulacion epigenética

La expresion de los genes codificantes de MTs también se ve afectada por eventos
epigenéticos, tales como: la variacidon en el nivel de condensaciéon de la cromatina, la
modificacién post-traduccional de histonas o la metilacion del ADN (Haq et al., 2003).

Las denominadas islas CpG se definen como regiones del ADN ricas en el dinucleétido GC.
Estas pueden ser metiladas por accién de las enzimas ADN-metiltransferasas (Dnmts) con el fin
de favorecerse el silenciamiento de determinados genes. De esta forma, los procesos de
metilaciéon del ADN pueden inhibir la transcripcion mediante diferentes mecanismos, tales
como: la inhibicion de la unién de factores activadores de la transcripcion o el reclutamiento
de factores represores de la transcripciéon. Un ejemplo de este tipo de regulacién de la
expresion se observa en el gen codificante de la MT-1 humana, en el que se reprime su
transcripcién mediante la metilacién de islas CpG durante los procesos de diferenciacidn
celular (Takahashi, 2015).

También se puede alterar la estructura de la cromatina y, por tanto, la expresidon de
determinados genes, mediante la modificacién post-traduccional de histonas. Un ejemplo son
los procesos de acetilacién/desacetilacion y metilacion de histonas que afectan a la region
promotora del gen MT-3 de ratén (Karpf and Jones, 2002; Wang et al., 2012) en respuesta a la
presencia de Cd**.

B.5. Las MTs de ciliados: caracteristicas generales, clasificacion y peculiaridades
estructurales

La bioacumulacion de metal ha sido descrita en varios grupos de ciliados (Diaz et al., 2007).
Sin embargo, aunque se atribuye a las MTs el papel principal en este proceso de
destoxificacion, éstas sélo han sido identificadas en dos géneros: Tetrahymena y Paramecium
(Gutiérrez et al., 2011). PMCd1 es el unico gen codificante de una presumible MT que ha sido
descrito en Paramecium sp., con caracteristicas muy distintas a las de los genes de MTs de
Tetrahymena sp. (Shuja and Shakoori, 2009). Ademads, aun no se han llevado a cabo estudios
sobre la expresidn de este gen bajo estrés por metal, por lo que adn no se puede estar seguro
de que se trate de una verdadera MT. Por lo tanto, en este trabajo soélo se tendrdn en cuenta
las MTs del género Tetrahymena.

Las MTs de ciliados se incluyen en la familia 7 que, a su vez, se subdivide en dos subfamilias:
7a o CdMTs y 7b o CuMTs. Ambas subfamilias se distinguen principalmente por sus patrones
de residuos de cisteinas y por su induccién preferente por cadmio/zinc o cobre,
respectivamente (Diaz et al., 2007). La primera CAMT de ciliados (la MT-1 de T. pyriformis) fue
identificada en 1994 y el gen que la codifica se secuencio en 1999 (Piccinni et al., 1994; Piccinni
et al., 1999). A partir de entonces, se ha incrementado considerablemente nuestro
conocimiento sobre las MTs del género Tetrahymena y actualmente (antes de publicar parte
de los resultados de esta tesis) se conocen 14 CdMTs y 7 CuMTs entre las diferentes especies.
Estas MTs se pueden, igualmente, agrupar en base a los dos principales grupos filogenéticos
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del género Tetrahymena definidos segun la secuencia del ARNr 18S: grupo "borealis" y grupo
"australis" (Chantangsi and Lynn, 2008) (Fig. 6).

Uno de los puntos en que difieren las Cd- y las CuMTs de Tetrahymena es en su patrén de
residuos de cisteinas. Las CdMTs se caracterizan por contener, ademds de las agrupaciones de
Cys cldsicas (XCCX, CXC o XXCCX, donde "C" es cisteina y "X" es cualquier otro aminodcido),
otras agrupaciones casi exclusivas de esta subfamilia 7a, como son: CCC, CXCC y CXCXC. Sin
embargo, estas agrupaciones practicamente no aparecen en las CuMTs (subfamilia 7b). De
esta forma, CCC y XCCX son las agrupaciones mayoritarias para las CdMTs, mientras que CXC es
la agrupacién predominante en las CuMTs de este ciliado (Gutiérrez et al., 2011).

Ademas, las CdMTs de Tetrahymena (subfamilia 7a) presentan una estructura modular/
submodular, definida segln un patrén de cisteinas caracteristico. En base a ello podemos
encontrar CAMTs con una estructura bimodular (TpyrMT-1, TpigMT-1, TtheMTT5, ThegMT1,
TrosMTT1), trimodular (TtheMTT1, TtheMTT3, TmobMT1, TvorMT1, TtroMTT1, ThegMT3),
tetramodular (ThegMT2, ThegMT4) o incluso pentamodular, como es el caso de TpyrMT-2 (181
aa). Por otro lado, las CuMTs carecen de esta estricta estructura modular, aunque se aprecian
en ellas repeticiones del motivo CKCX(,5\CXC, donde en algunas ocasiones la lisina (K) es
sustituida por otros aminodcidos. La conservacién de este patron repetido de cisteinas en las
CuMTs asi como la estructura en mddulos y submddulos de las CdMTs parecen indicar que la
duplicacidn génica ha sido uno de los principales mecanismos implicados en la generacién y
evolucidn de las MTs (Gutiérrez et al., 2009).

GRUPO “BOREALIS” GRUPO “AUSTRALIS”
T. pyriformis: TpyriT-1, TpyriiT-2 . T. pigmentosa: TpigMT-1 .
T. thermophila: TtheMTT1, TtheMTT3, TtheMTT5 . TpigMT-2 O
TtheMTT2, TtheMTT4 O T. hegewischi: ThegMT1, ThegMT2 .
T. rostrata: TrosMTT1 . ThegMT3, ThegMT4 .
TrosMTT2 o

T. tropicalis: TtroMTT1 .
TtropMT1, TtropMT2 O
T. mobilis: TmobMT1 .
T. vorax: TvorMT1 '
T. farahensis: TfCuMT o

Fig. 6. MTs del género Tetrahymena, en el que las diferentes especies se incluyen en dos grupos segun la
filogenia del ARNr 18S: "australis" y "borealis". En cada una de las especies, las CdMTs se indican con un
circulo verde y las CuMTs con un circulo amarillo.

Las MTs de Tetrahymena son de especial interés porque presentan una serie de
peculiaridades frente a las MTs clasicas descritas en otros organismos (Tabla 2). En primer
lugar, las MTs de Tetrahymena destacan por su excepcional longitud (78-193 aa), muy superior
a la de las MTs de vertebrados (25-82 aa). Esta mayor longitud se corresponde con un mayor
contenido total en residuos de cisteinas: 22-54 Cys frente a las 7-21 Cys que presentan las MTs
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de vertebrados. Sin embargo, a pesar de que el contenido total de Cys es mayor en las MTs de
Tetrahymena, en ambos casos se mantiene un porcentaje similar de este aminoacido (16-32%)
independientemente de su longitud. Debido a su mayor contenido en residuos de Cys las MTs
de Tetrahymena presentan una mayor capacidad tedrica de quelacion de metal (Tabla 2),
calculada segun la estequiometria definida en vertebrados (Cds(Cys),; para las CdMTs y
Cu15(Cys),o para las CuMTs) que considera que todos los residuos de Cys estan implicados en la
unién de metal (Klaassen et al., 1999). Ademas, se ha comprobado que algunos de estos datos
tedricos coinciden con los experimentales obtenidos para algunas MTs de T. thermophila
(Espart et al., 2015; Wang et al., 2011) y T. pyriformis (Domenech et al., 2008).

Tabla 2. Comparacion de las principales caracteristicas entre las MTs de Tetrahymena y las MTs clasicas

CARACTERISTICAS MTs clasicas™ MTs de Tetrahymena
Tamano (n2 aminoacidos) 25-82 aa 78-193 aa
N2 residuos Cys 7-21 Cys 22-54 Cys
... L. . Presentes en algunos )
Aminoacidos aromaticos e His . Presentes ocasionalmente
organismos (Tabla 1)

Capacidad de unién de Cd en las CdMTs 7 4tomos Cd/ molécula 8-19 dtomos Cd/ molécula
Capacidad de unién de Cu en las CuMTs | 12 atomos de Cu/ molécula 13-19 atomos Cu/ molécula

@ principalmente MTs de vertebrados

Tabla 3. Presencia/ausencia de intrones en las 15 familias de MTs

N2 Familia Organismos N2 exones N2 intrones
1 Vertebrados S 2
2 Moluscos 3 2
3 Crustaceos 3 2
4 Equinodermos 3 2
5 Dipteros 2 1
6 Nematodos 2 1
7 Ciliados 1 o?
8-13 Hongos 28 1%
8-13 Levaduras 1 0
14 Procariotas 1 0
15 Plantas 3 2

@ g gen MT descrito en el pez Tanichthys albonubes (nedn chino) presenta 2 exones y 1 intrén. @ g
gen MTT5 de T. thermophila tiene un intron en su region 3’'UTR aunque no se ha detectado ningun
intrén en la ORF. ® La tendencia general es que los genes MTs de hongos filamentosos presenten 2
exones y 1 intrén pero existen excepciones: en Agaricus bisporus y Microsporum canis tienen 3 exones y
2 intrones y los genes MT1 y MT2 de Hebeloma mesophaeum tienen 4 exones y 3 intrones. “ Existen
excepciones con 2 exones y 1 intron en el gen MT de Triticum turgidum, MT1a de Hordeum vulgare o
MT2 de Eleusine indica.

Al igual que en algunos organismos (Tabla 1), las MTs de Tetrahymena a veces contienen
aminodcidos aromaticos (Phe>Tyr>Trp) e histidina. Este Ultimo aminoacido solo esta presente
en una CAMT (TtheMTT3) y en cuatro CuMTs (TtheMTT2, TtheMTT4, TtropMT2 y TfCuMT)
(Gutiérrez et al.,, 2011; Chang et al., 2014; Zahid et al, 2016). Finalmente, los genes que
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codifican las MTs de la mayoria de los organismos (vertebrados, moluscos, crustdceos,
equinodermos o plantas) presentan una organizacion gendmica muy conservada con tres
exones y dos intrones (Isani and Carpene, 2014) o, en otro casos con dos exones y un intrdn,
como los genes de MTs de dipteros, nematodos y hongos. Por el contrario, los genes MTs de
Tetrahymena carecen de intrones, al igual que ocurre con genes MTs de levaduras y
procariotas, favoreciéndose asi una respuesta mas rapida frente a una situacién de estrés
ambiental (Tabla 3).

B.5.1. Las MTs de Tetrahymena thermophila: caracteristicas generales, estudios de
expresion y regulacién génica

En T. thermophila existen un total de cinco isoformas de MTs: 3 CdMTs, denominadas
MTT1, MTT3 y MTT5 y dos CuMTs, conocidas como MTT2 y MTT4 (Diaz et al., 2007). Sus
principales caracteristicas aparecen recogidas en la Tabla 4.

Tabla 4. Principales caracteristicas de las cinco isoformas de MTs de T. thermophila

f 1)

MT Longitud | Peso molecular Cys % Cys c?(p(at‘::;j::a;e::e Ne N2 acceso
(aa) (KDa) totales quelacion Histidinas GenBank

MTT1 162 16,7 48 29,6 17 (17) cd* 0 DQ517937
MTT3 162 17,3 42 25,9 (15) cd* 2 EF195744
MTT5 99 10,9 24 24,2 8 (8) cd™ 0 DQ517936
MTT2 108 11,1 32 29,6 20 (19) cu’ 1 AY204351
MTT4 108 11,2 32 29,6 20 (19) cu’ 1 AY660008

™ Datos de la capacidad real de quelacién obtenidos de Espart et al., 2015.

En cuanto a su localizacion cromosémica en el microntcleo de T. thermophila, los genes
MTT1 y MTT3 (con un 79,6% de identidad entre sus secuencias nucleotidicas) se sitian en el
brazo izquierdo del cromosoma 4 metacéntrico, separados Unicamente por 1,7 Kb. El gen
MTTS5 se localiza en el cromosoma 5 telocéntrico y los genes MTT2 y MTT4 se encuentran en el
brazo derecho del cromosoma 2 metacéntrico, separados por 1,4 Kb (Fig. 7). Estos ultimos
genes, que posiblemente surgieron por un proceso de duplicacién génica en tandem,
presentan entre sus secuencias nucleotidicas un 98% de identidad (Gutiérrez et al., 2011) vy,
por tanto, es imposible disefiar cebadores especificos para cada uno de ellos y poder
diferenciarlos mediante ensayos de PCR. En el caso de los genes codificantes de CAMTs se han
realizado estudios de expresién mediante técnicas de RT-PCR cuantitativa tras el tratamiento
de los cultivos celulares con distintos agentes estresantes: metales, agentes oxidantes, estrés
térmico, cambios de pH y condiciones de inanicion (Diaz et al., 2007). Se observa que estas tres
isoformas génicas presentan un patron de expresion diferente y, por tanto, probablemente se
les puedan atribuir distintas funciones.

El gen MTT5 es el mas inducible de los tres, siendo el que mayores niveles de expresion
presenta en todos los tratamientos ensayados y el que responde a un mayor nimero de
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agentes estresantes. Este hecho se podria explicar teniendo en cuenta que el gen MTT5
presenta una duplicacion interna de 416 pb en su regién promotora y, por tanto, tiene un
mayor nimero de secuencias presumiblemente reguladoras de la transcripcién (13 motivos
MTCM1) (Diaz et al., 2007) (Fig. 7). Por el contrario, el gen MTT3 es el que presenta menores
niveles de induccion en general, y también es el que tiene el menor numero de motivos
MTCM1 entre las tres isoformas de Cd/ZnMT presentes en este ciliado. De esta forma, se ha
establecido el siguiente ranking de induccidn para estos genes de CdMTs: MTT5 >> MTT1 >
MTT3 (Diaz et al., 2007). Los genes MTT1 y MTT3 presentan un patron de induccién muy
similar ante los mismos agentes estresantes aunque MTT3 suele alcanzar, en general, menores
niveles de expresién. MTT1 se induce predominantemente en presencia de Cd** (tratamientos
1y 24h), MTT3 alcanza sus mayores niveles de induccidn tras el tratamiento con Cd** (24h) o
Zn** (1h) y MTT5 se induce preferentemente ante la presencia de Pb** (24h), Cd** (1 y 24h) o
As>* (24h) (Diaz et al., 2007). Segin estos estudios de expresién MTT1 y MTT5 se han
considerado MTs relacionadas con los procesos de destoxificacion de metales (Gutiérrez et al.,
2011). Esta afirmacidn ha sido corroborada mediante el andlisis de dos cepas recombinantes
de T. thermophila: pVGF::MTT1 y pVGF::MTT5 (Amaro et al., 2014), que presentan en su
citoplasma multiples copias de las construcciones plasmidicas Pyrii:GFP:MTT1 6
Purri::GFP::MTT5. Estas cepas sobre-expresan las proteinas MTT1 6 MTT5, respectivamente y,
por tanto, son mucho mas resistentes a la presencia de Cd** (Amaro et al., 2014). Por otro
lado, la isoforma MTT3 parece estar implicada en la homeostasis del zinc, ya que su expresion
se induce considerablemente en presencia de este metal y ademds presenta dos histidinas en
su secuencia aminoacidica, que aumentan la afinidad de la proteina por este metal esencial
(Gutiérrez et al., 2011).

6MTCM1  2MTCM1 S MTCMA 2 MTCM1 13 MTCM1

mrre | wrrs I WTT2 1 WTT4 | MTT5
> 17Kb ¢ e Wl N et

\ 7 5 \ 7z
\ ¢ \ 2 \ ’
x s \ 7’ /
A 27 \ 27 \\ ’
\\// \V, \ ,/
AL 4R 2L 2R 5

Fig. 7. Esquema de la localizacion cromosémica de cada uno de los genes codificantes de MTs en T.
thermophila. L: brazo izquierdo del cromosoma. R: brazo derecho del cromosoma. En la regién
promotora de cada uno de ellos se indica el nUmero de motivos conservados MTCM1.

Conocemos muy poco sobre la regulacion de la expresion de los genes MTs en T.
thermophila. No se han identificado elementos MREs, AREs o GREs en sus regiones promotoras
(comentados en el apartado B.4.1.), pero si se han identificado unos nuevos motivos
conservados en todos los promotores de estos genes, que se han denominado MTCM1
(Metallothionein Conserved Motif 1) (Diaz et al., 2007) (Fig. 7). El gen MTT1 presenta 6 motivos
MTCM1 en su promotor, MTT3 tiene sélo 2 y MTT5 contiene hasta 13 motivos MTCM1 en su
region promotora (Diaz et al., 2007) (Fig. 7). Los motivos MTCM1 presentan la secuencia
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consenso: GTGTGAATCATGAGT, muy similar a las secuencias de unién de los factores de
transcripcidn eucariotas del tipo AP-1 (TGA[G/C]TCA) (Shaulian and Karin, 2002). Estos factores
de transcripcidn, pertenecientes a la superfamilia bZIP, se relacionan en S. cerevisiae con la
regulacion de la expresidon de genes que responden al estrés por metales y estrés oxidativo
(Wu et al., 1993). Igualmente, factores de transcripcién similares a AP-1 han sido identificados
como reguladores de la expresion de genes MTs en D. melanogaster o en el molusco C.
virginica (Jenny et al., 2006).

C.- ADAPTACION DE LOS SERES VIVOS A LA PRESENCIA DE METALES

C.1. Adaptacion vs aclimataciéon: comparacion de conceptos

Actualmente no existe una diferenciacién clara ni universalmente establecida entre los
términos "adaptacién" y "aclimatacion" y su uso varia en funcion del criterio del autor. Muchas
veces los términos de adaptacion y aclimatacion se utilizan indistintamente para referirnos a la
capacidad de cambio de un organismo para acomodarse a las nuevas condiciones de su
entorno. De hecho, segln el diccionario de la Real Academia Espafiola (RAE), observamos sdlo
ligeros matices al comparar ambos conceptos:

- Adaptarse: acomodarse a las condiciones de su entorno.

- Aclimatarse: acostumbrarse a climas y condiciones diferentes de los que le eran

habituales.

Incluso, la ambigliedad entre ambos conceptos se pone de manifiesto en el Dicciomed
(Diccionario médico-bioldgico, histérico y etimoldgico de la Universidad de Salamanca), que
define la aclimatacién como un tipo de adaptacién que experimenta un organismo frente a los
cambios en el medio ambiente y que surge como una respuesta fisioldgica a corto plazo y no
como un cambio genético irreversible. Otra interpretacidon de ambos términos se recoge en el
diccionario cientifico (The Science Dictionary) y en el diccionario online de Cambridge, que
definen el concepto de adaptacién como cualquier alteracién estructural o funcional de un ser
vivo o de cualquiera de sus partes como consecuencia de la seleccidon natural y por la que el
organismo es capaz de sobrevivir y multiplicarse en el nuevo ambiente. Igualmente, la
aclimatacion también se define como un tipo de adaptacién que permite al organismo
acostumbrase a un nuevo clima o ambiente.

En el contexto de las publicaciones cientificas esta ambigliedad se mantiene, sin existir un
criterio claro sobre el uso de ambos términos. Muchos autores también utilizan
indistintamente los dos conceptos considerandolos practicamente sinénimos (Hanna and Tait,
2015; Gittins et al., 2015) o incluyendo la aclimatacion como un tipo de adaptacion (concepto
mas amplio). En otros casos se aprecia una ligera pero marcada diferencia entre ambos
términos. Por un lado, el término aclimatacién (que en Inglés presenta dos posibilidades:
acclimatization o acclimation, con diferentes matices que posteriormente comentaremos) se
considera, en general, como un tipo de adaptacidon que experimenta un organismo al cambiar
a un habitat diferente (estacional o geografico) al que se encontraba acostumbrado y por el
que desarrolla una serie de cambios compensatorios. Suele considerarse un proceso mas
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rapido y temporal (reversible) que tiene lugar frente a cambios graduales del ambiente y que
no afecta a los patrones evolutivos de las especies ("adaptacion fenotipica"). En Inglés, esta
ultima definicion se corresponderia con el término acclimatization (Yang et al., 2015b)
mientras que acclimation se utiliza para referirnos a aquellos cambios adaptativos que
experimenta un organismo en respuesta a los cambios de las condiciones ambientales
inducidas artificialmente en el laboratorio (Teigen et al., 2015). Por otro lado, el concepto de
adaptacion (adaptation) se define como cualquier caracteristica del desarrollo,
comportamiento, morfologia o fisiologia que surge en un ambiente determinado como
resultado de la seleccidon natural irreversible y que mejora la oportunidad de un ser vivo para
sobrevivir y dejar descendencia fértil. Por lo tanto, el término adaptacién lleva implicito el
concepto de "adaptacidn genotipica" y suele relacionarse con un proceso mas largo y marcado
por cambios irreversibles (Zufall and Rausher, 2004).

En definitiva, ante la ambigliedad que existe en el uso de ambos términos, podemos
concluir que tanto la adaptacion como la aclimatacidn son las respuestas que da el individuo a
las exigencias del medio ambiente. Ambos son conceptos muy similares, en muchos casos
utilizados de manera indiferente o con pequefios matices que diferencian uno de otro. En
cualquier caso, en este trabajo se empleard el término adaptacidon, que se considera un
concepto mdas amplio y es el utilizado de manera predominante en las publicaciones
cientificas, englobando muchas veces ambos términos (Zhao et al., 2016; Lachapelle et al.,
2015). Ademas, a nivel tedrico e independientemente del uso que los diferentes autores dan a
ambos conceptos, en nuestra opinion parece dificil definir un limite claro entre ambos pues la
exposicién de un organismo a condiciones cambiantes en su habitat (tanto de manera natural
como inducidas artificialmente en el laboratorio) puede conllevar cambios fisioldgicos
temporales (alteraciones fenotipicas) que muchas veces estaran sustentados por
modificaciones genéticas (alteraciones genotipicas), que pueden ser o no reversibles segln las
circunstancias.

C.2. Organismos adaptados a la presencia de metales pesados: desarrollo de nuevas
estrategias moleculares y celulares

Hace mas de 50 afios se publicaron los primeros estudios sobre "evolucion dirigida por
contaminacion", es decir, sobre la fuerza selectiva y los procesos de micro-evolucién que
desencadenan los fenémenos de contaminacién de origen antropogénico (Busvine, 1954;
Kettlewell et al., 1955). Los contaminantes ambientales generalmente son considerados como
agentes estresantes y, frente a ellos, los organismos desarrollan una serie de mecanismos
protectores que les permiten sobrevivir, tales como: la produccién de proteinas de choque
térmico (proteinas de respuesta general a estrés), el aumento de los mecanismos de defensa
frente al estrés oxidativo o la activacién del sistema inmune (Kiltz, 2005). Ademas, ante un
estrés recurrente o persistente, los seres vivos desarrollan mecanismos de tolerancia que
favorecen ciertas capacidades fisioldgicas, predominando poco a poco aquellas variables
génicas que permiten neutralizar de manera rapida el estrés y prevenir sus efectos adversos
(van Straalen et al., 2011).
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Existen multitud de estudios sobre organismos adaptados a determinadas condiciones de
estrés (temperaturas extremas, presencia de algin compuesto tdxico (antibidticos,
xenobiodticos, productos no metabolizables), extrema salinidad, cambios de pH, condiciones de
hipoxia, etc.), a las que se exponen tanto en un ambiente natural (Khan et al., 2015) como en
condiciones artificialmente inducidas en el laboratorio. En este ultimo caso, nos encontramos
ante procesos denominados como "ingenieria evolutiva" (Butler et al., 1996), en los que los
organismos, tras ser expuestos progresivamente a concentraciones crecientes de un
determinado contaminante, llegan a adquirir nuevas capacidades metabdlicas y desarrollan un
nuevo fenotipo tras la adaptacion evolutiva llevada a cabo por mutaciones originadas al azar a
lo largo de varias generaciones (Sauer, 2001).

El analisis de los mecanismos moleculares y celulares que permiten la supervivencia de los
organismos adaptados a un estrés extremo es de vital importancia para aumentar nuestro
conocimiento sobre las estrategias de defensa que presentan los seres vivos. Como ya se ha
comentado previamente, los metales pesados son uno de los contaminantes mds toxicos,
persistentes y abundantes del planeta vy, por ello, el estudio de los organismos adaptados a la
presencia de los mismos tiene un especial interés.

Actualmente, conocemos algunas de las estrategias de defensa que presentan estos
organismos adaptados:

v" El aumento de los niveles de expresidn constitutivos o basales de genes codificantes de

proteinas de unidn a metal, como son las metalotioneinas, mediante la aparicion de

nuevas secuencias reguladoras en sus regiones promotoras

En general, los genes MTs presentan unos niveles bajos de expresion basal y su expresion
se induce en respuesta a la presencia de agentes estresantes en el medio, como son los
metales pesados. Por consiguiente, el aumento de sus niveles de expresién basal contribuye a
la protecciéon frente a la toxicidad de los metales, evitando el dafo celular y favoreciendo la
adaptacion de los organismos regularmente expuestos a metales en sus habitats (Costa et al.,
2012). Un ejemplo de esto nos lo ofrece el colémbolo Orchesella cincta, que puede habitar en
suelos altamente contaminados con metales pesados en donde otras especies de
invertebrados estan ausentes. Una mayor expresion constitutiva de su gen MT se ha detectado
en aquellos especimenes aislados de sitios altamente contaminados por metales pesados,
como Plombieres (mina en Bélgica), Noyelles (horno de fundicién en Francia) o Arnoldstein
(Austria) (Timmermans et al., 2005). En algunos organismos se ha asociado este aumento de
los niveles basales de expresion a la aparicion de nuevos polimorfismos en la secuencia de la
regiéon promotora de los genes MTs, con un numero variable de elementos MREs (Costa et al.,
2012). Janssens y colaboradores (2007) identificaron en Drosophila al menos 7 variedades
alélicas (pMtAl, pMtA2, pMtB, pMtC, pMTD1, pMtD2, pMtF) del promotor de su gen MT,
observandose que las variedades pMtD2 y pMtF permitian mayores niveles de expresion basal
que el promotor silvestre pMtAl. Estas variedades de promotores fuertes fueron los
predominantes en aquellas poblaciones expuestas constantemente a cadmio, existiendo asi
una correlacién entre la concentraciéon de Cd** en el suelo y los niveles de expresién de los
genes MTs regulados por estos promotores (Janssens et al., 2008).

43



Introduccion

v" El incremento de la expresién de otros genes (no codificantes de MTs) posiblemente

relacionados con la respuesta a estrés.

Muchos autores opinan que la adaptacion a la exposicion de elevadas y continuadas
concentraciones de metal en el medio no sélo depende de los mayores niveles de expresion
basal de genes MTs, sino que la respuesta adaptativa es mas compleja y afecta a toda una red
de genes y proteinas (van Straalen et al., 2011). Asi, en poblaciones del artropodo Orchesella
cincta adaptadas a la contaminacién por metales se observan mayores niveles de expresion en
genes de la ruta de proteina-quinasas activadas por estrés (SAPK) (Costa et al., 2012). En el
caso de levaduras adaptadas a elevadas concentraciones de cobre (metal caracterizado por su
elevada accién oxidante), destaca un incremento en la expresion de genes que codifican
enzimas antioxidantes, tales como la superdxido dismutasa, la catalasa, la peroxirredoxina o la
glutatidn peroxidasa, asociadas a la disminucién de la produccion de ROS (Perrone et al., 2008;
Adamo et al., 2012a). Igualmente, se ha detectado un mayor contenido de enzimas
relacionadas con el metabolismo del sulfuro y la biosintesis de aminodcidos como la cisteina
(cistationina-y-liasa o aspartato-semialdehido deshidrogenasa) en levaduras y algas adaptadas
a elevadas concentraciones de cobre, e igualmente mayores tasas en la sintesis de glutation
(Adamo et al., 2012a; Ritter et al., 2010). La sobre-expresion de enzimas glucoliticas, como la
triosa-fosfato isomerasa o la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH3), se asocia con
una reconfiguracién del flujo glucolitico, asociado con la defesa frente al estrés oxidativo en
humanos, plantas y levaduras. Adema3s, la enzima GAPDH3 parece tener un papel de sensor al
estrés oxidativo frente a procesos de reparacion del ADN o situaciones de apoptosis
(Morigasaki et al., 2008).

v" Amplificacion diferencial de genes clave en la respuesta frente a metales

Varios autores han afirmado que los procesos de reorganizacién cromosdmica a gran escala
(como la amplificacion génica diferencial) parecen ser cruciales para los procesos de
adaptacion, ya que permiten un cambio rapido de los niveles de expresién de determinados
genes al aumentarse el nimero de copias de los mismos. Por ejemplo, en el higado de ratén se
detectd un aumento de dos veces en el nUmero de copias de la MT-1 tras el tratamiento de 6h
con elevadas concentraciones de sales de cadmio. Ademas se confirmd que las copias extra de
las MTs eran transcripcionalmente activas y, por tanto, funcionales (Koropatnick, 1988). Asi
mismo, en cepas de S. cerevisiage adaptadas artificialmente a elevadas concentraciones de
cobre se ha detectado una amplificacion génica diferencial de hasta 7 veces del gen CUPI,
codificante de una metalotioneina. Esta amplificacidon génica permitia mayores y constantes
niveles de expresidon de este gen (Adamo et al., 2012b). Este hecho pone de manifiesto que
durante el proceso de adaptacion tienen lugar fendmenos de reorganizacion genética, como
las duplicaciones en tdndem, que permiten un incremento del nimero de copias de un grupo
de genes relacionados entre si y localizados en el mismo locus o regiéon cromosdémica (Zhang,
2003).

De forma andloga, en cepas naturales de S. cerevisiae aisladas en Israel se observé que la
presencia continuada de elevadas concentraciones de cobre habia desencadenado procesos
dindmicos de reestructuracion cromosémica, como la duplicacién de determinados segmentos
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de los cromosomas 7 y 8, que favorecian un aumento del numero de copias de los genes CUP1
y CUP2 (factor de transcripciéon activador de CUP1), relacionados con la regulacién de los
niveles de cobre (Chang et al., 2013). Ademas, se cree que las multiples copias del transposon
Ty son las responsables de la iniciacidn de estos procesos de reestructuracion en el genoma de
levaduras (Mieczkowski et al., 2010). Por otro lado, se cree que en estos procesos de
reorganizacion génica no sélo se aumenta el nimero de copias de los genes implicados en la
respuesta estrés, sino que también se incrementara el nimero de copias de otros genes
presentes en el mismo segmento cromosdémico y que no tendran un efecto tan claro en el
proceso adaptativo (Chang et al., 2013).

Finalmente, es importante sefialar que aun no se conoce el grado de estabilidad de estas
reestructuraciones genéticas; algunos autores indican que estos efectos adaptativos son
estables y se mantienen incluso tras retirar la presion selectiva del medio durante un tiempo y
posteriormente volverla a aplicar, permitiendo la supervivencia de las cepas pre-adaptadas y
expuestas de nuevo a las maximas concentraciones de metal tras un tiempo sin exposicién al
estrés (Adamo et al., 2012a). Sin embargo, en otros casos, las mutaciones parecen inestables y
temporales, permitiendo una respuesta rapida y provisional hasta el momento en que tiene
lugar otra mutacion mas estable o cambian de nuevo las condiciones ambientales, pudiendo
recuperarse la situacion original de manera reversible (Chang et al., 2013).

v Reduccidn o limitacidn de la entrada del metal al interior celular

Otra estrategia de defensa que aparece en algunas cepas adaptadas a elevadas
concentraciones de metal es la reduccidn o limitacion de la captacion de metal a través de sus
membranas y/o paredes celulares. En estas cepas se observan menores tasas de acumulacién
intracelular de metal en comparacion con las cepas no adaptadas (Adamo et al., 2012a; White
and Gadd, 1989). Por ejemplo, en cepas de S. cerevisiae adaptadas a elevadas concentraciones
de cobre, los genes CTR1, CTR3 y FET4 (codificantes de transportadores de cobre) aparecen
inhibidos, impidiéndose asi la entrada del metal al interior celular (Adamo et al., 2012b).

v" Aumento de la capacidad de biosorcién de metal

En algunas bacterias como Bacillus subtilis se aumenta la produccion de exopolisacéridos
(EPS) como un mecanismo de adaptaciéon a elevadas concentraciones de metales, y este
incremento es proporcional a la concentracidn de los mismos. El EPS puede liberarse al medio
extracelular o quedarse unido a la superficie de la célula y, de esta manera, incrementar la
capacidad de biosorcién del metal. Por ejemplo, Sundar y colaboradores (2011), adaptaron a
una cepa de B. subtilis a crecer en presencia de elevadas concentraciones de Cr*" y detectaron
una mayor produccion de EPS con el correspondiente aumento de su capacidad de biosorcion
y eliminacidn del metal del medio.
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C.3. Aplicaciones biotecnologicas de los organismos adaptados a la presencia de metales

El estudio de los mecanismos de defensa que presentan los organismos adaptados a la
presencia de metales pesados tiene un especial interés, no sdlo porque aumenta nuestro
conocimiento sobre las respuestas de estos organismos frente a la situacién de estrés (los
genes implicados en el proceso, su regulacidn, etc.) sino también porque algunos de ellos nos
permiten comprender mejor determinadas enfermedades humanas. Un ejemplo de ello es el
analisis de levaduras adaptadas en el laboratorio a crecer en presencia de elevadas
concentraciones de cobre, que nos puede aportar informacidn valiosa sobre las enfermedades
relacionadas con la alteracion del metabolismo del cobre en el ser humano (Adamo et al.,
2012). Por otro lado, las cepas adaptadas también pueden tener diferentes aplicaciones
biotecnoldgicas:

e la produccién de alimentos enriquecidos en micronutrientes tales como: cobre,
hierro, cobalto, manganeso o formas orgdanicas del selenio (Zolotov et al., 1998).
Las levaduras tolerantes a elevadas concentraciones de cobre y que son capaces de
acumular estos cationes metdlicos pueden utilizarse como complementos
alimenticios al ser considerados como organismos GRAS (Generally Recognised As
Safe = Generalmente Reconocidos como Seguros) (Adamo et al., 2012).

e La obtencion de cosméticos, pro-bidticos, productos dietéticos y alimentos
funcionales, nutracéuticos o de disefio (Manzoni et al., 2009). Un ejemplo es la
utilizacion de cepas de Lactobacillus brevis adaptadas a elevadas concentraciones
de cobre como indculo en procesos biotecnoldgicos a gran escala. Estas bacterias
se usan, entre otros procesos industriales, en la produccion de queso, que
generalmente se realiza en recipientes de cobre (Mrvci¢ et al., 2013).

e Su utilizacion como biomarcadores para estudios ecotoxicolégicos, ya que un
organismo adaptado puede permanecer en un ecosistema contaminado frente a
otros que desaparecen y revelar asi la presencia del contaminante (Adamo et al.,
2012a).

e la utilizacion de cepas adaptadas en procesos de biolixiviacidon, en los que se
liberan metales de interés (cobre, zinc, niquel, oro, plata y estafio, entre otros)
desde minerales o menas. El uso de organismos mas tolerantes o adaptados a la
presencia de metales pesados (como son distintas cepas de Aspergillus niger
adaptadas a crecer con elevadas concentraciones de niquel, molibdeno, aluminio o
hierro) permite llevar a cabo estos procesos con una mayor eficacia (Yang et al.,
2009; Santhiya and Ting, 2006).

e la utilizacion de las cepas adaptadas en procesos de biorremediacion, que
permitan la eliminacién de metales pesados en ecosistemas contaminados de una
forma eficaz y sin tener que liberar cepas genéticamente modificadas al medio.

Ademas, una ventaja adicional de los organismos adaptados a metal es que, en ocasiones,
tienen lugar fendmenos de resistencias-cruzadas, por lo que los organismos adaptados no sélo
toleran la presencia de un determinado metal sino que son resistentes a otros metales u otros
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tipos de estrés. Asi, cepas de S. cerevisiae tolerantes a cobalto también son resistentes a otros
metales proximos en la tabla periddica, como son el hierro, manganeso, zinc o niquel, pero no
a cobre o cromo (Cakar et al., 2009). Esto permite un uso mas amplio de estos organismos
adaptados en procesos de biorremediacién de metales.

C.3.1. Utilizacidon de las cepas adaptadas a metales en procesos de biorremediacion

Actualmente, se conocen una gran variedad de técnicas fisico-quimicas que permiten la
eliminacion de metales pesados de ecosistemas contaminados, entre las que destacan: la
precipitaciéon quimica, el intercambio iénico, los procesos de oxidacion y reduccion, la
filtracidn, los métodos electroquimicos o los procesos de dsmosis inversa (Hlihor et al., 2013).
Sin embargo, estas técnicas suelen llevar asociados elevados costes econédmicos y no son
efectivas para concentraciones de metal inferiores a 100 mg/L o para metales solubles en agua
(como en las aguas residuales). Por ello, frente a estos métodos clasicos, fue el ingeniero
norteamericano George M. Robinson el que utilizd en 1960, por primera vez, bacterias para
remediar la contaminacién por petréleo. La biorremediacidn se basa en la utilizacién de
macroorganismos (plantas), microorganismos (bacterias, hongos filamentosos, levaduras,
algas) o productos metabdlicos originados por ellos para la eliminacion de compuestos toxicos
contaminantes (organicos o inorgdnicos) (Adamis et al., 2003; Wang and Chen, 2006; Kuroda
and Ueda, 2010). Este proceso presenta una serie de ventajas frente a los métodos fisico-
quimicos: un bajo consumo energético, la eliminacion simultdnea de gran variedad de
contaminantes y sus bajos costes econdmicos. Sin embargo, la biorremediacién también
presenta algunas limitaciones marcadas por el nivel de biodegradabilidad de algunos
compuestos organicos, la sensibilidad de las células a las condiciones extremas de pH o a las
elevadas concentraciones de metales o, en algunos casos, la larga duracion del proceso
(Kulshreshtha et al., 2014; Malik, 2004).

En la biorremediacién de metales pesados se pueden aplicar: a) procesos de biosorcion
(secuestro pasivo extracelular, generalmente realizado por células muertas pre-tratadas con
calor), b) bioacumulacidn (secuestro intracelular del metal tras el transporte activo del mismo
al interior de la célula) y/o c) bioprecipitacién (Geva et al., 2016). En ocasiones, en los procesos
de biorremediacion llevados a cabo por células metabdlicamente activas, se pueden eliminar
de manera simultanea varios metales tdxicos y otros contaminantes organicos. Un ejemplo lo
encontramos en la bacteria haldfila Delftia lacustris, muy resistente a la presencia de cromo,
mercurio, plomo o cadmio y capaz de utilizar diferentes compuestos organicos (naftaleno, 2-
metilnaftaleno, benceno y tolueno) como Unica fuente de carbono (Wu et al., 2016).

Las cepas adaptadas o resistentes a metales son buenos potenciales candidatos para el
tratamiento de ecosistemas contaminados por estos toxicos inorganicos (Malik, 2004). Estas
cepas pueden aislarse de ambientes naturales altamente contaminados (Wu et al., 2016) u
obtenerse artificialmente en el laboratorio (Geva et al., 2016), ya sea mejorando su capacidad
de resistencia por ingenieria genética o por experimentos de adaptacién evolutiva sin
necesidad de introducir genes foraneos en el organismo. Esta ultima posibilidad es menos
conflictiva con las normas internacionales cuando se requiere aplicar los organismos
directamente (in situ) en el medio contaminado.
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Objetivos

OBJETIVOS

En este trabajo de tesis doctoral se persiguen cinco objetivos principales, que a su vez se
subdividen en una serie de objetivos mas especificos:

A.- Ampliar nuestro conocimiento sobre los genes codificantes de metalotioneinas (MTs)
dentro del género Tetrahymena

1- Aislar nuevos genes codificantes de MTs en cinco especies hasta el momento no exploradas:
T. patula, T. borealis, T. americanis, T. malaccensis y T. elliotti. Se llevard a cabo un andlisis
comparativo de todos los genes codificantes de CdMTs (subfamilia 7a) y CuMTs (subfamilia 7b)
conocidos hasta la actualidad dentro del género Tetrahymena, identificando las diferencias
existentes entre ambas subfamilias y frente a las MTs de otros organismos.

2- Obtener los ADNc de los nuevos genes MT y analizar los potenciales motivos de interés de
las regiones 5'y 3' UTRs implicados en la regulaciéon de la expresion génica.

3- Analizar la expresidon de algunos de estos nuevos genes mediante RT-PCR cuantitativa bajo
diferentes condiciones de estrés.

4- Realizar un analisis in silico de las estructuras 3D de todas las MTs de Tetrahymena
conocidas hasta ahora y compararlas con las de otros organismos.

B.- Aislar y caracterizar diferentes cepas de T. thermophila adaptadas a elevadas
concentraciones de un determinado metal, cuyo analisis nos aportara valiosa informacién
sobre la respuesta celular frente al estrés por metales

1- Aislar tres cepas de T. thermophila adaptadas a elevadas concentraciones de metal (Cd*,
Cu®™ o Pb®) mediante su exposicion prolongada a concentraciones crecientes de estos
contaminantes.

2- Caracterizar estas cepas adaptadas a nivel morfoldgico-estructural y estudiar sus cinéticas
de crecimiento.

3- Comparar los perfiles de expresion (incluyendo los niveles basales) de los genes MT entre las
diferentes cepas de T. thermophila adaptadas metal. Calcular mediante PCR cuantitativa el
numero de copias/pl de los genes MT en estas cepas.

4- Comparar los perfiles de proteinas totales y proteinas ricas en residuos tiol entre las
diferentes cepas adaptadas de T. thermophila y otras cepas seleccionadas de este mismo
ciliado.
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C.- Aislar y caracterizar cepas knockout de T. thermophila en algunos genes MT (MTT1 y/o
MTT5)

1- Obtener cepas knockout para los genes MTT1 y/o MTT5 de T. thermophila mediante
transformacidn biolistica. Analizar dichas cepas frente al estrés por metales.

2- Comparar los perfiles de expresion (incluyendo los niveles basales) obtenidos por RT-PCR
cuantitativa de los genes MT en las diferentes cepas knockout de T. thermophila. Llevar a cabo
un analisis comparativo con otras cepas (incluyendo las cepas adaptadas a metal).

3- Calcular mediante PCR cuantitativa el nimero de copias/ul de los genes MT en las diferentes
cepas knockout aisladas de T. thermophila.

D.- Analizar los genes codificantes de factores de transcripcion del tipo AP-1 (familia bZIP)
como posibles reguladores de la expresion génica de los genes MT en T. thermophila

1- Identificar y caracterizar in silico los genes codificantes de posibles factores de transcripcion
del tipo AP-1 en T. thermophila. Realizar un analisis comparativo con otras especies: T.
malaccensis, T. borealis y T. elliotti.

2- Analizar los perfiles de expresion (incluyendo los niveles basales) de los genes AP-1 en
diferentes cepas de T. thermophila. Igualmente, se podria elaborar un posible modelo de la
regulacién de la transcripcion de los genes MT por estos factores AP-1.

E.- Evaluar la posible utilizacion de las cepas adaptadas a metal en procesos de
biorremediaciéon de metales presentes en medios contaminados
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MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO Y CONDICIONES DE CULTIVO
1.1. Especies del género Tetrahymena

En este trabajo se han utilizado seis especies diferentes del
(microorganismo eucariota modelo)
Intramacronucleata; Oligohymenophorea; Hymenostomatida; Tetrahymenina;
Tetrahymenidae; Tetrahymena): T. patula LFF (ATCC 50064), T. elliotti 4EA (SD01607), T.
borealis (SD01609), T. americanis (80C03), T. malaccensis 436 (SD01608) y T. thermophila. Las
cinco primeras fueron suministradas por la ATCC (American Type Culture Collection) y por el

protozoo ciliado

Tetrahymena (Eukaryota; Alveolata; Ciliophora;

Centro Nacional de cultivos de Tetrahymena (National Tetrahymena Stock Center) de la
Universidad de Cornell. Estas cinco especies presentan un genotipo y fenotipo silvestres y, por
tanto, no tienen ninguna caracteristica génica destacable.

Por el contrario, en el caso de la especie T. thermophila, hemos utilizado cinco cepas
diferentes. Las cepas SB1969, SB210 y CU428, cuyas caracteristicas genotipicas y fenotipicas se
indican en la Tabla 5, fueron amablemente cedidas por el Dr. Eduardo Orias (University of
California, Santa Barbara, EEUU) y el Dr. Aaron Turkewitz (The University of Chicago, Chicago,
Illinois, EEUU). Ademads, también se analizaron dos cepas transformadas, denominadas
GFPMTT1 y GFPMTTS (Amaro et al., 2014), que contienen multiples copias de la construccion
plasmidica Pyrr1::GFP::MTT1 0 Pyrr1::GFP::MTT5. Estas cepas transformadas, obtenidas a partir
de la cepa CU428, sobre-expresan genes recombinantes que codifican las proteinas de fusidn
GFP (Green Fluorescent Protein o Proteina Verde Fluorescente)-MTT1 o GFP-MTT5 (Fig. 8),
respectivamente. Ambas construcciones se encuentran bajo el control del promotor del gen
MTT1.

Tabla 5. Caracteristicas genotipicas y fenotipicas de tres de las cepas de T. thermophila empleadas en
este trabajo

c Genotipo Genotipo Fenotipo Tipo Fuente
epa
P micronuclear macronuclear | macronuclear | conjugante
chx1-1/chx1-1 . . .
SB1969 Tipo silvestre pm-S, cycl-S Il E. Orias
mprl-1/mpri-1
SB210 gall-1/gal1-1 Tipo silvestre 2dg-S \ E. Orias
CU428 | mpri-1/mpri-1 | Tipo silvestre pm-S, mp-S VI A. Turkewitz

A nivel micronuclear: chx1-1: gen que confiere resistencia a cicloheximida. mpr1-1: gen de resistencia a
6-metilpurina. gall-1: gen que confiere resistencia a la 2-desoxi-D-galactosa. A nivel macronuclear: pm-
S: sensibilidad a paromomicina. cycl-S: sensibilidad a cicloheximida. 2dg-S: sensibilidad a la 2-desoxi-D-
galactosa. mp-S: sensibilidad a 6-metilpurina. En numeros romanos se indica el tipo conjugante de cada
cepa.
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A tet rDNA tail AR tet rDNA tail

ColE1 origen MTT5CD ColE1 origen

pVGFMTT1
(16,915 bp)

pVGFMTT5
(17,204 bp)

tet rDNA (PmR) tet rDNA (PmR)

Fig 8. Cepas GFPMTT1 y GFPMTTS utilizadas en este trabajo. (A): Esquema de las construcciones
plasmidicas empleadas para la obtencidon de las cepas GFPMTT1 y GFPMTTS de T. thermophila (Amaro
et al., 2014). (B): Micrografia de microscopia confocal de fluorescencia de la cepa GFPMTT5 tras la
exposicion a cd* (2,5 uM) durante 24h. Se muestra (a la derecha) la misma imagen en campo claro.

1.2. Cepas de Escherichia coli

Se han utilizado dos estirpes bacterianas competentes de E. coli: One Shot TOP10
(Invitrogen) y DH5a (Invitrogen). Ambas se emplean en los procesos de clonacién, permitiendo
el mantenimiento y la amplificacion de las construcciones plasmidicas obtenidas (apartado 9).

1.3. Condiciones de cultivo y mantenimiento

Los medios de cultivo empleados para el crecimiento y mantenimiento de los distintos
microorganismos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 6.

1.3.1. Mantenimiento y conservacion de cepas de Tetrahymena

Las distintas especies y cepas de Tetrahymena se crecieron axénicamente en los medios de
cultivo PP210, SPP y SPPA (Tabla 6) a una temperatura constante de 31°C + 1°C para las cepas
de T. thermophila y de 28°C + 1°C para las otras cinco especies de Tetrahymena. T. patula
presenta mayores requerimientos nutricionales y, por tanto, esta especie se cultiva en el
medio Loefer (Tabla 6). El mantenimiento de las cepas a medio plazo (3-4 meses) se realiza en
el medio SOJA (Tabla 6) a 28°C + 1°C y en condiciones de baja concentracion de oxigeno.
Ademas, todas las cepas también se conservan indefinidamente congeladas en nitrégeno
liquido. Para ello, los cultivos en fase exponencial de crecimiento (2-6 x 10° células/ml) son
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sometidos a un proceso de inanicién en tampodn Tris-HCl 0,01M pH 6,8 durante 3 dias.
Posteriormente, se recogen las células por centrifugacién (2.000 g, 3 minutos) y se
resuspenden en una solucién crioprotectora de DMSO al 10% en tampdn Tris-HCl 0,01M pH
6,8 (Tabla 6). La suspension celular se incuba en esta solucidn a temperatura ambiente durante
30 minutos, posteriormente se mantiene a -80°C durante 72h vy, finalmente, se almacena en un
contenedor con nitrégeno liquido (-196°C).

Tabla 6. Medios de cultivo y soluciones empleadas para el crecimiento y mantenimiento de los

microorganismos utilizados en este trabajo

MEDIO/SOLUCION

COMPOSICION

APLICACION

PP210

SPP

SPPA

Medio Loefer

SOJA

Luria Bertani (LB)
(Pronadisa)

SocC
(Invitrogen)

Solucién
crioprotectora |

Solucion
crioprotectoral ll

Proteosa peptona N2 3 al 2% (Pronadisa)
suplementada con:
FeCl; 100 uM (Panreac)
Sulfato de estreptomicina 200 pg/ml (Calbiochem)
Penicilina G 200 pug/ml (Sigma)
Wsylfato de paromomicina 12 ug/ml (Sigma)
Proteosa peptona 2% (Difco)

Extracto de levadura 0,1% (Difco)
D-Glucosa 0,2% (Sigma); Fe-EDTA 0,003% (Sigma)
Medio SPP suplementado con:

Sulfato de estreptomicina 100 pg/ml (Sigma)
Penicilina G 61,5 pg/ml (Sigma)
Anfotericina B 0,25 pg/ml (Sigma)
Proteosa peptona 1,5% (Pronadisa)
Triptona 0,5% (Difco); Dextrosa 0,5% (Panreac)
NaCl 0,2% (Panreac); Na,HPO, 0,1% (Fluka)
KH,P0O, 0,1% (Panreac)

Extracto de levadura 0,05% (Pronadisa)
MgCl, 0,03% (Sigma)

Solucién de L-a-lecitina en etanol 1% (Acros Organics)
H,0 bidestilada estéril suplementada con:
Sulfato de estreptomicina 200 pg/ml (Calbiochem)
Penicilina G 200 pug/ml (Sigma)

1 semilla de Glycine max (soja)

Triptona 10g/L; Extracto de levadura 5g/L
NaCl 5g/L
Agar bacterioldgico 15g/L (para placas de LB agar)
Triptona 2%

Extracto de levadura 0,5%

NaCl 10mM; KCI 2,5 mM
MgCl, 10 mM; MgS0, 10 mM
Glucosa 20 mM
CaCl, 100 mM
Glicerol 15%

Tampodn TrisHCI 0,01 M pH 6,8
DMSO 10% (Merck)

Cultivo de las distintas
especies y cepas de
Tetrahymena

Cultivo de las cepas knockout
inmediatamente después de
la transformacién
Cultivo de las cepas de T.
thermophila y de las cepas
knockout durante el proceso
de segregacion fenotipica &

Cultivo de T. patula @

Mantenimiento a medio
plazo (3-4 meses) de las
especies de Tetrahymena

Cultivo de los clones de
E. coli

Cultivo de las cepas de E. coli
inmediatamente después de
la transformacion

Mantenimiento de los clones

de E. coli congelados a -80°C

Mantenimiento de cepas de

Tetrahymena congeladas en
N, liquido

W E| sulfato de paromomicina solamente se afiade a los cultivos de las cepas recombinantes GFPMTT1 y

GFPMTTS5 para evitar que pierdan el plasmido.
concentraciones crecientes de paromomicina o cicloheximida,

(2)

para el

El medio SPPA se utiliza, suplementado con

cultivo de las cepas

knockout/knockdown durante el proceso de segregacion fenotipica (apartado 3.3). G T patula presenta

mayores requerimientos nutricionales y, por eso, es la Unica que precisa del medio Loefer para crecer.
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1.3.2. Mantenimiento y conservacion de cepas de E. coli

Tras los procesos de transformaciéon por choque térmico (apartado 9), las bacterias
transformadas de E. coli se incuban durante 1h a 37°C en el medio SOC (Invitrogen) (Tabla 6).
Posteriormente, se cultivan en placas con el medio LB (Luria-Bertani)-agar (Tabla 6) durante
16-20h. Este medio se suplementa con el antibidtico kanamicina (50 pg/ml) o ampicilina (100
pg/ml) y con Xgal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) (40 pg/ml). Los
transformantes positivos (colonias blancas) se crecen en el caldo LB (Tabla 6) en presencia de
kanamicina (100 pug/ml) o ampicilina (100 pg/ml) a 37°C y en agitacion.

Las bacterias recombinantes se conservan a corto plazo (2-3 semanas) a 4°C en las placas
de LB agar con kanamicina o ampicilina. También se conservan de forma prolongada
congeladas a -80°C en el medio LB liquido conteniendo el antibidtico y una solucién
crioprotectora al 25% (Tabla 6).

2. ADAPTACION DE CEPAS DE T. thermophila A ELEVADAS
CONCENTRACIONES DE METAL

En esta tesis doctoral se han obtenido tres cepas de T. thermophila adaptadas a elevadas
concentraciones de metal: Cd-ADAP (cepa adaptada a cadmio), Cu-ADAP (cepa adaptada a
cobre) y Pb-ADAP (cepa adaptada a plomo). El proceso de adaptacidn, que duré mds de dos
anos, consistié en exponer gradualmente a la cepa SB1969 a concentraciones crecientes de
metal (Cd**, Cu** o Pb*) hasta alcanzarse las maximas concentraciones toleradas (MCT): 115
UM de Cd** (CdCl,, Sigma) en el caso de la cepa Cd-ADAP, 4 mM de Cu®** (CuSO, - 5 H,0, Sigma)
en la cepa Cu-ADAP y 5,5 mM de Pb** [Pb(NO,),, Sigma] para la cepa Pb-ADAP. Estas
concentraciones mdaximas de metal son muy superiores a los valores de las CLsq previamente
obtenidas para estos tres metales en la cepa SB1969 creciendo en el medio PP210.

Las cepas adaptadas se han mantenido a lo largo del tiempo en el medio PP210 en
constante presencia del metal (Cd**, Cu®* o Pb*" ) a sus MCTs.

3. OBTENCION DE CEPAS KNOCKOUT y/o KNOCKDOWN PARA LOS GENES
MTT1y MTT5

Se han obtenido y analizado tres cepas knockout (KO) y/o knockdown (KD) macronucleares
en T. thermophila: dos mutantes simples para los genes codificantes de CdMTs MTT1
(MTT1KO) y MTT5 (MTTSKD) y el doble mutante MTT1KO + MTT5SKD.

3.1. Construcciones genéticas

En la Fig. 9 se representan las construcciones genéticas que se crearon para la obtencién de
las tres cepas KO/KD. Se prepararon tres construcciones diferentes, una para cada KO/KD
simple (Fig. 9A y 9B) y otra para construir el doble mutante a partir de la cepa MTT1KO fijada
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(Fig. 9C). En las tres construcciones se incorporaron fragmentos de las regiones 5' y 3' UTRs del
gen MT a eliminar flanqueando al gen de resistencia y asi, posteriormente, el gen que
deseamos inactivar o noquear fue sustituido, tras una recombinacién homéloga, por el gen de
resistencia que lleva la construccidn genética (Fig. 10).

Hind Il

pNeod MTT1
(6713 bp)

pNeod MTTS
(6838 bp)

BTU2Y

Pstl Pstl

CHX MTT5
(6508 bp)

Pstl

Fig. 9. Representacidn esquematica de las construcciones genéticas utilizadas para la obtencion de las
tres cepas knockout (KO) y/o knockdown (KD) de T. thermophila. (A): construccién pNeo4 MTT1 para la
obtencion de la cepa MTT1KO. (B): construccion pNeo4 MTTS5 para la obtencidn de la cepa MTT5KD. (C):
construccion CHX MTTS5 para la obtencién del doble mutante MTT1KO+MTT5KD. neoTet: gen de
resistencia a neomicina o paromomicina. rpl29: gen de resistencia a cicloheximida. BTU2 3': parte de la
regién 3'UTR del gen de la f—tubulina 2.

Para la obtencion de las cepas KO simples se utilizé el plasmido pNeo4, amablemente
donado por el Dr. Aaron Turkewitz. Este plasmido contiene el gen de resistencia al antibidtico
paromomicina (neomicina), cuya expresion esta regulada por el promotor del gen MTT1 (Fig.
9A y 9B). Por otro lado, en el caso del doble mutante, se prepard una tercera construccion
genética utilizando el plasmido CHX (Fig. 9C y 10), igualmente donado por el Dr. A. Turkewitz.
Este segundo vector presenta el gen de resistencia al antibiotico cicloheximida (rpl29), cuya
expresion es también controlada por el promotor del gen MTT1. Flanqueando los genes de
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resistencia se insertaron de manera secuencial los fragmentos de las regiones 5' y 3' UTRs de
los genes MTT1 (Fig. 9A) 6 MTT5 (Fig. 9B y 9C), segun el caso (Fig. 10). Estos fragmentos fueron
previamente amplificados por PCR estandar (consultar apartado 7.2) utilizando cebadores

especificos que incluian determinadas dianas de restriccién (Tabla 11, Fig. 10), que facilitaron

la clonacién de estos fragmentos en los correspondientes vectores de manera dirigida. Para

ello se llevaron a cabo digestiones dobles, tanto del pldsmido como de los amplicones

obtenidos, utilizando 20 U de las siguientes endonucleasas de restriccion: Notl HF y Pstl para la
clonacién de las regiones 5'UTRs y Hindlll y Xhol para las regiones 3'UTRs (Fig. 9 y 10). Las
condiciones en que se realizaron las dobles digestiones se muestran en la Tabla 7. Todas las

reacciones de digestidon fueron analizadas y purificadas mediante electroforesis de ADN en
geles de agarosa (apartados 5.4 y 8.1).

MTT1KO MTT5KD Doble mutante (MTT1KO+MTT5KD)
< Pstl < Xhol <—Pstl <—Xhol <—Pstl <—Xhol
B ¥ [ ¥ [

—

Noti ~ Hindill

J ! Clonacién “

Hin

Vector pNeod

din

lPCR de regiones 5'/3’ UTR
Notl ,_E—Pstl Hindlll_E—XhO'
’ \
1 U \ !
! / \
1 ! \

1
1
1
I
'

Xhol

Linealizaciény

transformacidn biolistica

\ Xhol
-1 5 P, PmR 3
'm
M pNeod
N 7 \ Zi
N2 — v 7 lineal
3 Recombinacién >
’ Pl

~ '
kS homéloga

Genoma macronuclear wt

N [Pm]
v [cdcly)
5

P PmP

3

Segregacion fenotipica

Eliminacidn de todas las copias del gen MTT1

—>
Notl

Hind?
lPCR de regiones 5’/3’ UTR
Notl Epstl Hin(llll@hol
’ \
1 U \ !
] /
1 1

A}
1
\
\

1
1
1
I
'

—>
Notl

—>
Hind I
l PCR de regiones 5’/3’ UTR
Notl Pstl Hindm_E_XhO,
’ \

1 ’ \ !

1 ’ \

N ’

\
1 7 Clonacién 1 L Clonacién \
1 I’ 1 1’ \
Motl by Hindlll ol Mot ooy Hindlll ol
Vector pNeod Vector CHX
Linealizacidny Linealizacidény
transformacion biolistica transformacion biolistica
Nen Xhol Nod Xhol
5 3
pNeod P CHX® CHX
X ) \ »7 lineal N/ . Mo 7 lineal
Y Recombinacién N N Recombinacién »
Ny homéloga N S homéloga 7N

Genoma macronuclear wt
A [Pm]
| [cdcly]

Segregacion fenotipica

5 | Pum PmR S,

Eliminacién de ALGUNAS copias del gen MTT5

Genoma macronuclear MTT1KO

M [cHx]
\ [cdaly) Segregacién fenotipica
al CHX" 3

PMTH

Eliminacidn de todas las copias del gen MTT1y
de ALGUNAS del gen MTT5

Fig. 10. Representacion esquematica del proceso de obtencién de las tres cepas knockout y/o

knockdown obtenidas en este trabajo. KO: cepa knockout. KD: cepa knockdown. Pstl, Xhol, Notl y Hindlll

. . ez .z R
son dianas para estas endonucleasas de restriccién. Pyrq: regiéon promotora del gen MTT1. Pm™: gen de

resistencia al antibiético paromomicina (Pm). cHX®: gen de resistencia al antibidtico cicloheximida (CHX).

wt: tipo silvestre.

Posteriormente, para los procesos de ligacion se mezclaron 50 ng del vector digerido y la

cantidad de inserto necesaria para obtener una relacion molar vector:inserto de 1:3, calculada

segun la férmula: [(ng vector x tamafio inserto)/tamafio del vector] x 3. Se utilizd la enzima
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Quick Ligase (Quick Ligation Kit, NEB) para la reaccién de ligacion, que se lleva a cabo a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Finalmente, tanto las construcciones intermedias
como las tres construcciones finales (Fig. 9) se introdujeron por choque térmico en bacterias
competentes E. coli DH5a (apartado 9) para mantenerlas y amplificarlas. Estas bacterias se
conservan indefinidamente a -80°C. Ademas, antes de llevar a cabo la transformacion biolistica
de T. thermophila, se comprobé mediante secuenciacion (cebadores universales M13) la
correcta ligacién de las regiones UTRs en las construcciones finales (Fig. 9).

Tabla 7. Condiciones y endonucleasas de restriccion empleadas en la creacidn de las construcciones
génicas necesarias para la obtencidn de las cepas knockout y/o knockdown

. Condiciones
Enzimas empleadas " > X
Tampon de reaccion Tiempo y temperatura
Tampon 2.1 (NEB)
Notl HF (NEB) + Pstl (NEB) 100% actividad Notl HF 4-16h a37°C

75% actividad Pstl
Tampdn 2.1 (NEB)
Hindlll (NEB) + Xhol (NEB) 100% actividad Hin IlI 4-16h a 37°C
100% actividad Xhol
Tampdn 2.1 (NEB)

Notl HF (NEB) + Xhol (NEB) | 100% actividad Notl HF 4-16h a 37°C
100% actividad Xhol
HF: High Fidelity (alta fidelidad). NEB: casa comercial New England Biolabs.

3.2. Transformacion biolistica de T. thermophila

Se utilizé la cepa CU428 de T. thermophila (Tabla 5) para la transformacién biolistica y la
obtencidn de las cepas knockout y/o knockdown. En primer lugar, se crecieron las células en 50
ml del medio de cultivo SPPA (Tabla 6) a 30°C y en agitacién (100 rpm) hasta alcanzarse una
densidad celular de 3 x 10° células/ml. Posteriormente, las células se sometieron a condiciones
de inanicion manteniéndolas en el tampdn Tris HCl 0,01M pH 6,8 (Tabla 10) a 30°C durante las
16-18h previas al proceso de transformacion.

Paralelamente se prepararon las construcciones genéticas linealizadas. Para ello, se
extrajeron mediante una miniprep (consultar apartado 5.3) los plasmidos recombinantes a
partir de cultivos bacterianos crecidos en el medio LB con ampicilina (25 ml) a 37°C y en
agitaciéon durante 16-18h. Las construcciones se linealizaron con una doble digestion utilizando
= 95 U de las endonucleasas de restriccion Notl HF y Xhol (Tabla 7). Tras la digestién y
purificacion de las construcciones linealizadas se debe alcanzar una concentracion = 1 pg/ul
para cada una de las construcciones.

Inmediatamente antes de llevar a cabo la transformacién biolistica se prepararon los
microproyectiles de oro (Seashell technology). Estos se sonicaron durante 30 segundos para
disociar los agregados y, posteriormente, se mezclaron 3 mg de particulas de oro con 15 g de
ADN (construccion genética a introducir en las células). La mezcla fue concentrada en etanol
absoluto frio hasta un volumen de 15 pl y, una vez sonicada, se dispuso en el centro de un
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disco de ruptura (rupture disk) en el macrocarrier de la pistola. Las células de Tetrahymena se
recogieron por centrifugacién, se concentraron en 1 ml de tampdn Tris HCl 0,01M pH 6,8 y se
transfirieron a una placa Petri conteniendo una membrana circular estéril Whatman 3mm
previamente humedecida con este mismo tampdn. Finalmente, los microproyectiles de oro
recubiertos con nuestras construcciones plasmidicas fueron introducidos en las células
mediante bombardeo biolistico utilizando el sistema PDS-1000/He Biolistic Particle Delivery
System (Bio-Rad) con una presion de disparo de 900 psi aproximadamente y un vacio de 27
mm Hg. Inmediatamente después, las células fueron transferidas a 50 ml del medio SPP (Tabla
6) y mantenidas a 30°C y en agitacion durante 4-5h. Posteriormente, se afiadié al medio la
mezcla de antibidticos penicilina G y sulfato de estreptomicina a la concentracién
normalmente utilizada en el medio SPPA (Tabla 6), el antibidtico seleccionador (sulfato de
paromomicina 360 pg/ml en el caso de los KO sencillos o cicloheximida 12 pug/ml para el doble
mutante) y CdCl, 3 ug/ml como agente inductor de la expresion del gen de resistencia incluido
en la construccién. Las células transformadas fueron distribuidas en microplacas de 96 pocillos
en alicuotas de 200 ul/pocillo e incubadas a 30°C en una camara humeda para evitar la
evaporacién. Tras tres dias en estas condiciones, se seleccionaron 8 clones positivos que
habian sido transformados correctamente y que, por tanto, eran capaces de crecer en
presencia del antibidtico.

3.3. Segregacion fenotipica y comprobacion de la fijacién completa de las cepas knockout

A partir de los transformantes positivos se establecieron lineas clonales tomando 1 ul de las
células transformadas (pocillos seleccionados) y exponiéndolas a 150 ul del medio SPPA
suplementado con una concentracidn creciente del antibidtico seleccionador [paromomicina
(Pm) o cicloheximida (CHX)], junto con una concentraciéon decreciente del agente inductor
CdCl,. Los clones recombinantes se dispusieron en una placa multipocillo y se fueron
seleccionando bajo presidn selectiva continua y creciente hasta asegurar que el 100% de las
copias de los genes MTT1 6 MTT5 habian sido reemplazados por la construccién reportera,
segun el proceso de segregacion fenotipica macronuclear (phenotypic assortment) (Merriam
and Bruns, 1988; Doerder et al., 1992). Para ello, las células se transferian cada 24h a medios
con concentraciones cada vez mayores de Pm o CHX durante mdas de tres semanas, hasta
alcanzarse las concentraciones maximas de 1.100 pug/ml de Pm y 150 pg/ml de CHX. Tras este
proceso, los clones resistentes se mantuvieron en el medio PP210 durante una semana sin la
presencia del antibiético seleccionador. Posteriormente, se confirmd o no que todas las copias
de los genes MTs habian sido sustituidas aplicando dos aproximaciones diferentes: a-) la
extraccion del ARN total y su paso a ADNc tras el tratamiento con Cd*" 44,5 uM (24h) vy la
amplificacion mediante PCR estandar de los ADNc derivados de los genes MTT1 6 MTT5 y b-)
cuantificacion por PCR cuantitativa del nimero de copias de los genes supuestamente
eliminados por completo. Tras comprobar que ya no existen copias activas del gen MT, las
cepas KO estables se mantienen en el medio PP210 sin necesidad de continuar con la presion
selectiva del antibidtico.

En las cepas MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD, para mantener reducido el nimero de copias/ul
del gen MTT5 es necesario mantener de manera constante la presidn selectiva del antibidtico a
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niveles compatibles con la viabilidad celular: 800 pg/ml de Pm para la cepa MTT5KD y 60 pg/ml
de CHX para el doble mutante MTT1KO+MTT5KD. A su vez, se mantienen constantemente
expuestas a dosis muy bajas del agente inductor de la expresion del gen de resistencia: 0,5
ug/ml de CdCl,.

4. TRATAMIENTOS CON AGENTES ESTRESANTES

En el presente trabajo, las especies de Tetrahymena se han expuesto a diferentes
condiciones/agentes estresantes: metales pesados, agentes causantes de estrés oxidativo,
inductores apoptéticos, cambios de pH, choques térmicos o condiciones de inanicidn (Tabla 8).
Estos tratamientos se aplicaron sobre cultivos en fase exponencial tardia (1-3 x 10° células/ml).

Tabla 8. Condiciones de estrés a las que fueron sometidas las distintas especies de Tetrahymena

Agente estresante Procedimiento Tiempo de exposicion
Se adiciona al cultivo crecido la solucién metalica
METAL PESADO* correspondiente a una concentracion final
(cd*, cu®, Pb*, determinada; se utilizan concentraciones variables 1y24
As™, Zn*) segun el metal, la especie o cepa de Tetrahymena y el

analisis o técnica aplicada.
Se somete al cultivo celular tanto a temperaturas
bajas (4°C) como elevadas (42°C)

Se transfiere el cultivo celular a otro matraz con el
CAMBIOS DE pH medio PP210 con pH acido (pH 5, ajustado con HCI 3y 24h
0,2N) o basico (pH 9, ajustado con NaOH)

Se adiciona al cultivo una solucién de paraquat (7,7
ESTRES OXIDATIVO* mM; Sigma) o de menadiona (2mM; Sigma), ambos ly 24"
agentes causantes de estrés oxidativo
Se adiciona al cultivo una solucién de camptotecina

CHOQUE TERMICO 24h

INDUCCION DE

APOPTOSIS* (100 uM; Calbiochem), que es un potente inductor de 1y 24h
la apoptosis celular
CONDICION’ES DE Se transfiere el cultivo al tampdn 48h 4 dias
INANICION Tris HCI 0,01 M pH 6,8 !

" |as soluciones de estos agentes estresantes se preparan recientes (inmediatamente antes del

tratamiento) en el mismo medio en el que se encuentran las células (PP210 o tampdn Tris HCl 0,01M pH
6,8) y se esterilizan por filtracion. ™ Los tratamientos con menadiona sélo se aplicaron durante 1h
debido a su alta toxicidad.

Los tratamientos con metales se llevaron a cabo en diferentes condiciones en funcién de la
especie o cepa a analizar y la técnica que posteriormente se iba a aplicar. En el caso de los
estudios de expresion génica, las concentraciones de metal y los tiempos de exposicién para
cada cepa o especie se muestran en la Tabla 9. En todos los casos, estas concentraciones eran
subletales, obteniendo bajos niveles de muerte celular tal y como se comprobd por citometria
de flujo (consultar apartado 14). Las condiciones de exposicién para el resto de técnicas se
especifican en cada uno de los apartados correspondientes.
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En el caso de las cepas de T. thermophila adaptadas (Cd-ADAP, Cu-ADAP y Pb-ADAP), que
constantemente se encuentran expuestas a su correspondiente metal, los tratamientos de 1y
24h (tratamientos de choque) se hicieron tras lavar las células con el tampén Tris HCl 0,01 M
pH 6,8 y mantenerlas en el medio PP210 durante 24h en ausencia de metal (situacidn control).
Por otro lado, el metal no fue eliminado del medio en el caso de los tratamientos denominados
MCT, que simulan las condiciones normales de crecimiento de estas cepas adaptadas
(constantemente expuestas a la maxima concentracién de metal tolerada).

Tabla 9. Condiciones de los tratamientos con metales utilizadas en los estudios de expresidn génica

Metal Sal metalica . Concentracion . .
pesado empleadam Especies o cepas (uM) Tiempo de exposicion (h)

T. borealis 10 ly24

T. elliotti, T.americanis, T. malaccensis 44,5 ly24

cd? cdcl, T. thermophila SB1969 44,5 ly24

GFPMTT1, GFPMTTS 115 ly24
Cd-ADAP, Cu-ADAP, Pb-ADAP 115 1y 24 (MCT sélo en Cd-ADAP)

MTT1KO, MTT5KD, MTT1KO+MTT5KD 44,5 ly24

T. borealis, T. elliotti 315 ly24

T.americanis, T. malaccensis 315 ly24

2+ T. thermophila SB1969 315 ly24

Cu CuSO, -5 H,0 GFPMTTL, GFPMTTS 4.000 1y 24
Cd-ADAP, Cu-ADAP, Pb-ADAP 4.000 1y 24 (MCT sélo en Cu-ADAP)

MTT1KO, MTT5KD, MTT1KO+MTT5KD 315 ly24

T. borealis, T. elliotti 965 ly24

T.americanis, T. malaccensis 965 ly24

2+ T. thermophila SB1969 965 ly24

Pb Pb(NOs), GFPMTT1, GFPMTT5 5.500 1y24
Cd-ADAP, Cu-ADAP, Pb-ADAP 5.500 1y 24 (MCT sélo en Pb-ADAP)

MTT1KO, MTT5KD, MTT1KO+MTT5KD 965 ly24

5+ T. borealis, T. elliotti 100 ly24

As Na;HASO, T.americanis, T. malaccensis 100 ly24

2+ T. borealis, T. elliotti 2.000 ly24

Zn Aik50)° 7 O T.americanis, T. malaccensis 2.000 ly24

1 .. . .
@ suministradas por la casa comercial Sigma.

5. AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS
5.1. Aislamiento de ADN gendmico

El ADN gendmico total (ADNg), principalmente constituido por ADN macronuclear, se aislé
a partir de cultivos de Tetrahymena en fase exponencial tardia (1-3 x 10> células/ml). Se aplicé
el protocolo descrito en Martin-Platero et al. 2007, con las siguientes modificaciones: a-) Las
células se recogieron por centrifugacién a 2.000 rpm durante 3 minutos y b-) Previamente a la
lisis celular, las células se incubaron con una mezcla (relacion 2:1) del tampdn NDS:Proteinasa
K (6,7 mg/ml, Takara) (Tabla 10) durante un minimo de 48h a 55°C en agitacion. En este
protocolo de aislamiento de ADNg se utilizan los tampones B y C (Tabla 10) y una posterior
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precipitaciéon con isopropanol y etanol absoluto. Finalmente, el ADN se resuspende en agua
desionizada estéril y se mantiene congelado a -20°C hasta su utilizacion.

Las muestras de ADNg se trataron con RNasa A (0,1 mg/ml, Thermo Scientific) durante 2h a
37°C para eliminar la posible contaminacién con restos de ARN. Su concentracién y pureza
(A6onm/280nm) Se determinaron espectrofotométricamente utilizando el Nanodrop-1000
(Thermo Scientific). Los valores de pureza obtenidos se encontraron dentro del intervalo
Optimo 1,8 - 2,0. Por otro lado, la integridad de las muestras de ADNg se analizé mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en tampdn TAE 1x (Tabla 10; apartado 8.1), donde el
ADNg total de Tetrahymena se detecta como una Unica banda en el limite de resolucién
electroforética (Fig. 11A).

A M 1 2 B 1 2 3 4 5
Kpb
12
28S
1,65
1 18S

0,5

0,1

Fig. 11. Ejemplos de aislamientos de ADN gendmico total (A) y ARN total (B). (A): M: marcador de
tamafio 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), con un rango definido entre 0,1 y 12 Kpb; 1: ADNg de T.
borealis; 2: ADNg de T. americanis. (B): Ejemplos de muestras de ARN total aisladas a partir de cultivos
de T. thermophila tras ser expuestos a diferentes condiciones de estrés: 1: Tratamiento con cd* 1h; 2:
Tratamiento con Cu®* 1h; 3: Tratamiento con Pb> 1h; 4: Tratamiento con cd* 24h; 5: Tratamiento con
Cu™ 24h. La calidad del ARN se define utilizando como referencia los dos ARNs ribosémicos
mayoritarios: ARNr 28S y 18S.

5.2. Aislamiento de ARN

Las muestras de ARN total se aislaron a partir de cultivos en fase exponencial tardia (1-3 x
10° células/ml). Las células se recogieron por centrifugacién a 2.000 rpm durante 3 minutos, y
posteriormente se indujo la lisis celular adicionando el reactivo TRI Reagent (Molecular
Research Center, MRC) a las muestras. El proceso de aislamiento se basa en la extraccién de
ARN con cloroformo y en su posterior precipitacion con isopropanol. Finalmente, el ARN se
disolvié en agua libre de RNasas y se mantuvo congelado a -80°C hasta su utilizacion. Ademas,
con el fin de inactivar las posibles RNasas presentes, todo el material y las soluciones
empleadas para el aislamiento y la manipulacion del ARN se trataron previamente con
dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1% en agua bidestilada durante 24h a 37°C.
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Las muestras de ARN se trataron con DNasa | (Roche) para eliminar la posible
contaminacidon con ADN celular. Para ello, unos 20 pug de ARN se incubaron a 37°C durante 30
minutos con 10 unidades de la enzima DNasa | en su tampdn correspondiente. Finalmente, se
inactivd la DNasa al incubar las muestras de ARN durante 10 minutos a 75°C en presencia de
EDTA 50mM pH 8. La concentracidn y la pureza (Asonm/2sonm) de las muestras de ARN se
determinaron espectrofotométricamente utilizando el Nanodrop-1000 (Thermo Scientific). Los
valores de pureza obtenidos estaban dentro del intervalo dptimo 1,8 - 2,1. La integridad de las
muestras se determind mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1,2% en condiciones
desnaturalizantes (tampdn FA 10x) (apartado 8.2; Tabla 10), utilizando como referencia la
integridad de los ARNs ribosdmicos (ARNr) mayoritarios (18S y 28S), mucho mas abundantes
que el resto de los ARNSs (Fig. 11).

5.3. Aislamiento de ADN plasmidico (miniprep)

El ADN plasmidico se aislo utilizando el kit QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), segun el
protocolo recomendado por la casa comercial para células animales. Este kit se basa en la lisis
celular mediante NaOH y posterior precipitacién del ADN cromosdmico junto con los restos
celulares. EI ADN plasmidico, presente en el sobrenadante, se pasa a través de una columna de
fibra de vidrio donde queda retenido. Tras varios pasos de lavado, el ADN plasmidico es eluido
en un tampdn con una baja concentracién de sales y se conserva a -20°C hasta su utilizacién.

5.4. Extraccion de bandas de ADN de geles de agarosa

Esta técnica permite la purificacion y separacién del ADN correspondiente a bandas
electroforéticas concretas (con un determinado tamafio) obtenidas tras los procesos de
digestion mediante endonucleasas de restriccion o mediante amplificacidn por PCR, en los que
pueden aparecer varios subproductos de diferente tamafio y entre los cuales hay uno concreto
gue nos interesa.

Las bandas seleccionadas se cortaron con una cuchilla estéril bajo iluminacién con luz UV.
En este trabajo, se han utilizado dos kits distintos para la extraccidn de los fragmentos de ADN
de los geles de agarosa: el kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) y el kit NucleoSpin Gel PCR
Clean-Up (Macherey-Nagel). Ambos kits se basan en el mismo fundamento y permiten, tras
fundir la agarosa a 50°C en el tampdn suministrado por la casa comercial, utilizar una columna
de fibra de vidrio para retener y lavar los fragmentos de ADN escindidos, que posteriormente
seran eluidos. EI ADN aislado se conserva a -20°C hasta su utilizacién.
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Tabla 10. Soluciones y tampones utilizados

Material y métodos

Tampon

Composicion

Aplicacion

Tampon Tris HCI 0,01M pH 6,8

Tampon Tris HCI 1,5 M pH 8,8

Tampon Tris HCI 0,5 M pH 6,8

Tampodn NDS 1x

Tampodn B

Tampon C

Tampodn TAE 50x
(Pronadisa)

Tampon FA 10x

Tampon de carga 5x para
electroforesis de ARN

Tampon de carga 4x para
electroforesis de proteinas

Tampon Tris Glicina SDS 10x
(NzyTech)

Solucion de teiido
(Azul de Coomassie)

Solucion de desteiiido
(Azul de Coomassie)
Solucidn de fijacion

(marcaje fluorogénico)

Tampon cacodilato

Tampon Tris HCI 0,01M (Amresco)
Ajustado a pH 6,8 con HCI
Tampdn Tris HCl 1,5 M (Amresco)
Ajustado a pH 8,8 con HCI
Tampon Tris HCI 0,5 M (Amresco)
Ajustado a pH 6,8 con HCI
Tris HCI 6,3 mM pH 8 (Amresco)
EDTA 0,3 M pH 8 (Roth)

SDS 0,63% (Panreac)

Tris HCI 0,01 M pH 8 (Amresco)
EDTA 0,1 M pH 8 (Roth)

NaCl 0,01M (Panreac)

SDS 1% (Panreac)

Acetato sédico 3M pH 5,2
(Calbiochem)

Tris Acetato 2 M
Na,EDTA 100 mM
MOPS 200 mM (Fisher Chemical)
Acetato sédico 50 mM (Calbiochem)
EDTA 10 mM (Roth)
Ajustado a pH 7 con NaOH
Se adiciona en el momento de
utilizarse formaldehido 0,7% (Panreac)
Glicerol 20% (Panreac)

EDTA 4 mM pH 8 (Roth)
Formaldehido 8,9 M (Merck)
Formamina 30% (Merck)
Tampodn FA 2x
Azul de bromofenol (Bio-Rad)
(saturacion)

Tris HCI 0,5 M pH 6,8 (Amresco)
Glicerol (Panreac); SDS 10% (Panreac)
Azul de bromofenol 0,5% (Bio-Rad)
B-mercaptoetanol (Bio-Rad): afiadido
inmediatamente antes de su uso
Tris base 0,25 M
Glicina 1,92 M
SDS 1%

Coomassie Blue R-250 al 0,2% (BioRad)
Acido acético glacial 12,5 % (Labkem)
Metanol 19% (Panreac)
Metanol 36% (Panreac)

Acido acético glacial 9% (Labkem)
Alcohol absoluto 30% (Panreac)
Acido acético glacial 7,5% (Labkem)
Cacodilato sédico 200 mM (TAAB)
Ajustado pH a 7,2 con HCI 0,1N

Lavado y resuspension de células

Preparacion del gel separador
(electroforesis de proteinas)
Preparacion del gel concentrador
(electroforesis de proteinas)
Tampén de lisis celular para el
aislamiento de ADN gendmico de
Tetrahymena

Aislamiento de ADN gendémico de
Tetrahymena

Aislamiento de ADN gendmico de
Tetrahymena
Tampodn de electroforesis de ADN en
geles de agarosa

Tampon de electroforesis de ARN en
condiciones desnaturalizantes

Tampodn de carga de muestras de ARN

Tampodn de carga de muestras de
proteinas

Tampodn de electroforesis de proteinas
SDS-PAGE

Tincién de geles de poliacrilamida

Desteiido de geles pretefiidos con azul
de Coomassie
Fijacion de geles de proteinas
pretefidas con un agente fluorogénico
Preparacidon de muestras para
microscopia electrdnica de transmisidn
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6. EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

La extraccién de las muestras de proteinas totales se realizd mediante el kit comercial
Proteaprep Bacterial and Mammalian Cell Lysis Kit (ProteaBiosciences). Las células se
recogieron por centrifugacion (3 min a 2.000 rpm) y se lavaron con tampdn Tris HCl 0,01 M pH
6,8. Posteriormente, se incubaron 10 minutos en hielo con el tampdn de lisis (Proteaprep Cell
Lysis Buffer) en presencia de un céctel de inhibidores de proteasas (Biotool). Finalmente, se
centrifugd el lisado celular (10 minutos, 12.000 g a 4°C) y se transfirié el sobrenadante (con las
proteinas en solucién) a un tubo eppendorf limpio y estéril. La concentracion de proteinasy la
pureza de las muestras (Assonm/Azs0nm) S€ cuantificd espectrofotométricamente utilizando el
Nanodrop-1000. Las muestras se mantuvieron congeladas a -20°C hasta su utilizacién.

7. AMPLIFICACIONES BASADAS EN PCR
7.1. Cebadores utilizados

Los cebadores utilizados en este trabajo fueron sintetizados y purificados mediante
cromatografia en fase reversa por las casas comerciales Invitrogen e IDT (Integrated DNA
Technologies). Sus secuencias y caracteristicas principales se detallan en las Tablas 11y 12.

En la Tabla 11 se muestran los cebadores utilizados tanto en reacciones de PCR estandar
como en el sistema 5'/3' RACE. Los cebadores degenerados (MET1/MET2 y MTCU1/MTCU2)
fueron disefiados a partir de la secuencia aminoacidica de la CAMT TpyrMT-1 (Piccinni et al.,
1999) y de la secuencia nucleotidica de la CuMT TtheMTT2 (Amaro et al., 2008),
respectivamente. Estos cebadores degenerados nos permitieron buscar nuevos genes
codificantes de MTs en especies de Tetrahymena hasta ahora no exploradas. Igualmente,
mediante técnicas de 5'/3' RACE (apartado 7.3) se completaron los correspondientes ADNc en
sus extremos 5' y 3'. En la Tabla 12 se muestran los cebadores utilizados en reacciones de PCR
cuantitativa, tanto en los estudios de expresion (qRT-PCR) (apartado 7.5.1) como en el calculo
del nimero de copias/ul (QPCR) (apartado 7.5.2).

7.2. PCR estandar

El volumen total de cada reaccion de PCR fue de 50 pl, conteniendo: el tampdn de
amplificacion 1x (PCR Gold Buffer, Applied Biosystems), 2,5 mM de MgCl, (Applied
Biosystems), 0,2 mM de los distintos dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Applied Biosystems),
0,2 uM de los diferentes cebadores, 1,25 unidades de la enzima Tag ADN polimerasa
(AmpliTaqg Gold DNA Polymerase, Applied Biosystems) y 100-500 ng de ADN molde. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en el termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf)
utilizando el siguiente programa de PCR en gradiente de temperatura: 1 ciclo de 7 min a 94°C,
30 ciclos de 1 min a 94°C (fases de desnaturalizacién), 1 min a 50°C = 3°C (fase de re-
naturalizacidn) y 2 min a 72°C (fase de polimerizacidn), y finalmente, un ciclo de 5 min a 72°C
(fase de extension final).
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Por otro lado, para la creacién de las construcciones genéticas necesarias para la obtencidn

de las cepas knockout y/o knockdown, se utilizd una ADN polimerasa mas rapida y fiable: la Pfx

ADN polimerasa (AccuPrime Pfx DNA Polymerase, Invitrogen). En este caso, el volumen total de

cada reaccion de PCR también fue de 50 pul, conteniendo: el tampdn de amplificacién al 1x
(AccuPrime Pfx Reaction Mix, Invitrogen) que incorpora los dNTPs y el MgCl,, 0,3 mM de los
diferentes cebadores, 1,25 unidades de la enzima Pfx ADN polimerasa y 100-200 ng del ADN
molde. Con esta enzima se utilizé el siguiente programa de PCR: 1 ciclo de 2 min a 95°C, 30
ciclos de 30 segundos a 95 °C (fase de desnaturalizacidn), 30 segundos a 50 + 3°C (fase de re-
naturalizacién) y 1 min a 68° (fase de polimerizacidn) y, finalmente, un ciclo de 10 min a 68°C.

Tabla 12. Caracteristicas de los cebadores empleados en las distintas reacciones de PCR cuantitativa

P
Cebador Secuencia (5'- 3') on(gbl;ud %(G+C) | Tm (°C) Aplicacién
ATUBL1 TGTCGTCCCCAAGGAT 16 56,2 52.8 .
ATUB2 GTTCTCTTGGTCTTGATGGT 20 45 s || SEREReEicEn el el
TtACT1 CTCTCTTTCTACCTTCCAAACT 22 40,9 51,8 gPCR y qRT-PCR del gen de Ia
TtACT2 AGGACCAGATTCATCATATTC 21 38,1 49,3 B-actina
BOR1A TGGATGTTGCTGTGTAAGTAA 21 38,1 51,8
BOR1B TACAAGCATCACCAGTACCT 20 45 53,1 CJAFASREIE S0 el
BOR2A TGTACTGACTGTGAATGCTGTAA 23 39,1 53,9
BOR2B CACCCACTCTTAGGATCTGTGC 22 54,5 57,2 ART-PCR del gen ThorMTT2
BOR7A TGTAGCTCCTGCTAGTGTAGT 21 47,6 54,7
BOR7B AGAAGCAGAGACACCACATTT 21 42,9 543 GG EA CEa My
ELLIGA GGAACTCACTCTGCTTCAACT 21 47,6 54,7 .
ELLI6B TCAGAGCATCCACAAGGATTA 21 42,9 53,4 ART-PCR del gen TelliMTT6
Tam-MTT3A CCAACCTTGCGAAAACT 17 47,1 50,5
Tam-MTT3B TTAGTGTGAGATCCACATT 19 36,8 a8 qRT-PCR del gen TamerMT13
NTMALASA CGGATCCCACGCTGAAA 17 58,8 55,2
NTMALASB TGGAGGTAGAACCACACTTG 20 50 54,1 GRT-PCR del gen TmalaMTT5
MTT1QA ATGGATAAAGTTAATAGCTGTTGCTG 2 34,6 53,6 GPCRy RT-PCR del gen
MTT1QB AAAGCAGCAGGGTTTAG 17 471 49,6 TtheMTT1
MTT3QA ACAATGTAATTGTGCTT 17 29,4 43,4 gPCRy qRT-PCR del gen
MTT3QB TAAGCAGCTGGATTTGA 17 41,2 48 TtheMTT3
MTT5QA TGTGTCGGTTCAGGAGAAGGA 2 52,4 57.8 gPCRy RT-PCR del gen
MTT5QB AGGTCCGCATTTACATTCAGCTT 23 43,5 57 TtheMTT5
MTT2QA* ATGCAAATGTGGATCTC 17 41,2 46,7 gPCRy qRT-PCR de los genes
MTT2QB* CAGTTGGAAGTAGAACC 17 471 46,6 TtheMTT2 y TtheMTT4*
CYCLIC-A GAAACGGACGAATAATATG 19 368 458 "
CYCLIC-B ATACGAAGGTCTCTTAATG 19 36,8 46 GPCR del gen CYCLIC
TtAP1I-A AAGCTCTAAAGCTAGTGCAA 20 40 51,6
TtAP1I-B CATTTATGCTGATTCGATTT 20 30 46,3 ART-PCR del gen TtAP1-/
TtAP1II-A TTGCATTTTGGTGATGTC 18 38,9 483
TtAP1II-B GCTCAAGAAAGCATTTACC 19 42,1 49,1 GIRIAER et e At
TtAP1III-A TGGAGCAACTGGAAGAAT 18 44,4 51
TtAP1III-B GAACGATTTATACATGTGCTTA 22 31,8 485 GRT-PCR del gen TtAPL-/ll
TtAP1IV-A GAATAGCGGTAGTTAAG 17 41,2 43,5
TtAP1IV-B GTTGAGTTATCTATCTGG 18 38,9 43,5 GIRIHPER Clal g WaalPY

(*) Los cebadores MTT2QA y MTT2QB amplifican ambos genes codificantes de CuMTs TtheMTT2 y
TtheMTT4. Tm: temperatura de fusion tedrica para cada cebador. Los fragmentos amplificados suelen

presentar un tamafio dentro del rango 100-150 pb.
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7.3. Sistema 5'/3' RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Esta técnica permite completar en sus extremos 5' y 3' las secuencias de ADNc previamente
seleccionadas mediante el uso de cebadores degenerados. En este trabajo utilizamos dos kits
comerciales: 3'RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends (Invitrogen) y 5'RACE System
for Rapid Amplification of cDNA Ends (Invitrogen).

En ambos casos, en un primer paso se sintetiza la primera cadena de ADNc a partir de 5 ug
de ARN total, utilizando la retrotranscriptasa SuperScript Il (Invitrogen). En el sistema 3'RACE,
en este primer paso se emplea el cebador adaptador (AP) (Tabla 11) que, debido a sus
numerosos residuos de timidina, es capaz de unirse a la cola poli-A de todos los ARNs aislados.
Sin embargo, en el sistema 5'RACE, la retrotranscripcion se realiza con un cebador especifico
para cada de una de las secuencias a completar (Tabla 11). Tras la reacciéon de
retrotranscripcion, se elimina el ARN que habia servido de molde con un tratamiento de 30
minutos a 37°C con la enzima RNasa H (Invitrogen).

Posteriormente, en el sistema 3'RACE se amplifican los ADNc obtenidos mediante una PCR
estandar, utilizando un cebador incluido en el kit (AUAP) junto con un cebador especifico,
disefado para cada secuencia en concreto, o bien junto con los cebadores degenerados MET1
o MTCU1, que realizardn una amplificacién inespecifica de Cd- o CuMTs, respectivamente
(Tabla 11). Por otro lado, en el sistema 5'RACE, se debe afiadir una cola de poli-dCTP en el
extremo 5' de los ADNc obtenidos mediante la enzima TdT (Terminal deoxynucleotidyl
transferase). A continuacion, los ADNc se amplificardan por completo utilizando el cebador
comercial AAP (con una cola de poli-dGTP) y el cebador especifico para cada secuencia (Tabla
11).

7.4. RT-PCR

La sintesis de la primera cadena de ADNc a partir del ARNm se realizd segln el protocolo
indicado en el kit comercial 1% Strand cDNA Synthesis kit for RT-PCR (AMV) (Roche). Nosotros
utilizamos el cebador poli(dT);s en un volumen de reaccidn de 20 pl, conteniendo: el tampdn
de reaccidn 1x, 5 mM de MgCl,, 1 mM de la mezcla de dNTPs, 1,6 ug del oligo(dT), 50 unidades
del inhibidor de RNasas, 40 U de la retrotranscriptasa MultiScribe Reverse Transcriptase
(Applied Biosystems) y 3,5 ug de ARN. La cantidad de ARN total empleada en cada reaccion fue
la misma con el fin de comparar distintas muestras (control y tratadas) obtenidas en los
diferentes experimentos. Para ello, las muestras de ARN total fueron previamente
cuantificadas espectrofotométricamente tal y como se describe en el apartado 5.2.

Las reacciones de retrotranscripcion se llevaron a cabo en el termociclador Mastercycler
gradient (Eppendorf) utilizando el siguiente programa: 10 min a 25°C, 60 min a 42°Cy 5 min a
99°C. Los ADNCc se conservaron congelados a -20°C hasta su amplificacién mediante reacciones
de PCR estandar o PCR cuantitativa.
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7.5. PCR cuantitativa o a tiempo real

Las muestras de ADN (ADN gendmico o ADNc) se amplificaron por duplicado en placas de
96 pocillos, empleandose el agente intercalante SYBR Green (Takara) como detector. Cada
reaccion de PCR contenia 4 pl de una dilucién 10™ de la correspondiente muestra y 16 pl de
una mezcla maestra, compuesta por: SYBR Green 1x (Takara), el colorante Rox 1x, que se
utiliza para normalizar la intensidad de la fluorescencia (Takara), agua estéril y la pareja de
cebadores previamente disefiada (0,2 uM) (Tabla 12). La especificidad de cada pareja de
cebadores se comprobd tanto mediante el analisis del amplicdn por electroforesis en geles de
agarosa y secuenciacién, como con la construccién de curvas de disociaciéon, que deben
presentar un Unico pico correspondiente a un Unico producto de PCR (Fig. 12A). Las reacciones
de PCR a tiempo real se han llevado a cabo en el equipo iQ5 real-time PCR detection system
(Bio-Rad) de la Unidad de Gendmica del CIB (Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC) y, en
todos los andlisis, se ha seguido el siguiente programa: 5 min a 95°C, 40 ciclos compuestos por
las fases: 30 sa 95°C,30sa55°Cy20sa 72°C, y finalmente 1 min a 95°C tras 1 min a 55°C.

Tanto en los estudios de expresion (QRT-PCR) como en los célculos del nimero de copias/pl
(gPCR), se construyeron curvas estandar utilizando diluciones decimales de determinadas
muestras de ADN. Estas curvas se obtienen al representar los valores C; frente al logaritmo de
la cantidad de ADN molde de cada dilucién (Fig. 12B). Los valores C; (ciclo umbral o cycle
threshold) representan el nimero de ciclos de PCR que son necesarios para alcanzarse el nivel
minimo de detecciéon (umbral). Por lo tanto, cuanto mayor sea el nivel de expresién o el
numero de copias de un gen, menor sera el valor C.. La eficacia de amplificacidn de una pareja
de cebadores puede calcularse a partir de la pendiente de su curva estdndar, segun la férmula:
Eficacia = 10°/Pe"¥e"e) | o5 pardmetros de las curvas estandar, construidas para cada una de las
cepas de Tetrahymena y de los genes analizados por gPCR, se recogen en la Tabla Al (Anexo I).

Fig. 12. (A) Ejemplo de curva de disociacion obtenida en una reaccion de PCR cuantitativa con los
cebadores BOR1A y BOR1B (Tabla 12), que amplifican un fragmento del gen ThorMTT1. La presencia de
un Unico pico indica la amplificacidon especifica de una Unica secuencia. Se obtuvieron curvas de
disociacidon semejantes a ésta para todas las parejas de cebadores usadas en las reacciones de gRT-PCR
y qPCR. (B) Ejemplo de curva estandar obtenida con cuatro diluciones decimales de ADNc control (no
tratado) amplificado con los cebadores BOR1A y BOR1B. Las curvas se obtienen representando los
valores C' frente al logaritmo de la cantidad de ADN molde de cada dilucién. La pendiente de la recta
nos permite calcular la eficacia de la amplificacidn para una pareja de cebadores.
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7.5.1 Estudios de expresion génica (qRT-PCR)

En los estudios de expresion de genes se amplifican diferentes muestras de ADNc (control y
tratados) con distintos cebadores para comparar los niveles de induccidén de los diferentes
genes tanto en situaciones control como tras la exposicién de las células a distintas
condiciones de estrés. Como controles enddgenos de expresidn o genes normalizadores se han
utilizado dos genes: a-tubulina y B-actina (Tabla 12). Ademas, en cada ensayo se incorporaron
dos tipos de controles: a) Controles RT-, en los que se utiliza ARN como molde en lugar de
ADNCc para detectar la posible contaminacidn de las muestras de ARN con ADN gendmico, por
no haber sido eliminado correctamente tras el tratamiento con la DNasa |, y b) Controles NTC,
que permiten detectar la posible contaminacién de alguno de los componentes utilizados en la
reaccion asi como la formacién de dimeros por parte de los cebadores (primer-dimers). En
estos controles NTC se sustituye el ADNc molde por agua-nanopura estéril.

Los resultados de los estudios de expresion (corroborados por cuadriplicado, con réplicas
intra-placa e inter-placa) se analizaron segln el método de cuantificacién relativa de la curva
estandar (Larionov et al., 2005). Este método calcula la cantidad de cada gen en las diferentes
muestras (controles y tratados) interpolando los valores C; obtenidos en su curva estandar.
Estos valores se normalizan con los controles enddgenos de expresién y, posteriormente,
comparando los valores obtenidos en las situaciones control y tras la exposicién a estrés, se
pueden definir los niveles de induccion de la expresion normalizados para cada gen en cada
circunstancia concreta. Ademas, también se pueden comparar los niveles de expresion basal
de los diferentes genes utilizando la férmula: 2 donde Cy y Cy, son los valores C, de
ambos genes calculados en una situacién control (no estrés).

7.5.2. Calculo del nimero de copias/pl de un gen (qPCR)

Para el calculo del nimero de copias génicas se amplificaron por qPCR muestras de ADN
gendmico aisladas de las distintas cepas en situaciones control (no estrés). Previamente, todas
las muestras de ADNg se ajustaron a una concentracidon de 1.000 ng/ul para poder comparar
los resultados obtenidos. A partir de los valores C; obtenidos, se calculé el nimero medio de
copias/ul utilizando la siguiente ecuacién: C, = pendiente x log (nimero de copias/ul) + y-
intercept (Gong et al., 2013). Los resultados se corroboraron al menos con dos experimentos
independientes, cada uno realizado con duplicados.

8. METODOS ELECTROFORETICOS
8.1. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Las electroforesis estandar de ADN se realizaron en geles de agarosa (Pronadisa) al 1,5% en
tampon TAE 1x (Tabla 10), tal y como se describe en Sambrook and Russell, 2001. Los geles se
corrieron en condiciones de voltaje constante (100 V) y amperaje variable durante unos 40
minutos y, posteriormente, se tifieron con GelRed 3x (Biotium) en agitacion durante 30
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minutos. Finalmente, los geles se visualizaron bajo luz ultravioleta de 320 nm mediante el
transiluminador UVipro Platinum System (Durviz S.L.). Como marcador de tamafio molecular
de ADN se empled el 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), que presenta un rango de tamafo
comprendido entre 0,1y 12 Kb.

8.2. Electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes de agarosa

Las electroforesis de ARN se realizaron en geles de agarosa (Pronadisa) al 1,2% conteniendo
formaldehido (Merck) al 0,7% como agente desnaturalizante, segun el protocolo descrito en
Sambrook and Russell, 2001. Las muestras de ARN se incubaron en el tampdn de carga (5x)
(Tabla 10) durante 3 minutos a 65°C para evitar la formacidn de estructuras secundarias.
Posteriormente, se afiadio a las muestras bromuro de etidio (Sigma) 1 pg/ml para su posterior
visualizacidn. Los geles se corrieron en un tampon de electroforesis especifico (1x) (Tabla 10),
en condiciones de voltaje constante (100 V) y amperaje variable durante 1h aproximadamente.
Finalmente, los geles se visualizaron bajo luz ultravioleta de 320 nm mediante el
transiluminador UVipro Platinum System (Durviz S.L.). Todo el material y las soluciones
empleadas se trataron con DEPC (Panreac) al 0,1% (v/v) en agua bidestilada con el fin de
inactivar las RNasas presentes.

8.3. Electroforesis de proteinas en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las electroforesis de proteinas se realizaron segun el procedimiento descrito por Laemmli
(1970) y utilizando el sistema vertical Protean Il Xi Cell (Bio-Rad). Se emplearon geles de
poliacrilamida discontinuos o compuestos por dos fases: a-) un gel superior de entrada o
concentrante, que permite que la mayoria de las proteinas entren a la vez en el gel separador
y, por tanto, logra una mejor resolucion de las bandas y b-) un gel inferior o separador, en el
qgue se separaran las proteinas en funcién de su masa molecular. En la Tabla 13 se indica la
composicion de cada una de las fases de estos geles discontinuos.

Las muestras de proteinas se resuspendieron en el tampdn de carga (Tabla 10) y se
hirvieron a 95°C durante 4 minutos. El gel se cargd con 500 ug de proteina total para cada una
de las muestras utilizando una jeringa Hamilton. Los geles se corrieron a amperaje constante
(25-40 mA) y voltaje variable en tampdn Tris Glicina SDS 1x (Tabla 10). Como patrones de masa
molecular se utilizaron unos marcadores pre-tefiidos con un rango de tamafio de 7,1-209 KDa
(Bio-Rad).

8.3.1. Tincidn con azul de Coomasie

Una vez finalizada la electroforesis, los geles de poliacrilamida se tifieron con azul de
Coomassie (Bio-Rad) para la visualizacién de las bandas proteicas. Para ello, los geles se
mantuvieron toda la noche en agitacién inmersos en la solucién de tefiido (Tabla 10). Al dia
siguiente, se aplico el proceso de destefiido manteniendo el gel durante unas 2-3h en agitacién
con la solucion de destefido (Tabla 10).
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Tabla 13. Composicidn de los geles de poliacrilamida empleados en las electroforesis de proteinas

GEL SEPARADOR (12-15% de acrilamida:bisacrilamida, pH 8,8)

Volumenes (ml) para

Componentes geles al 15%

Agua destilada 5,86

Acrilamida:Bisacrilamida (29:1) 12,5
(ICN Biomedicals; Sigma)

Tris HCI 1,5 M pH 8,8 (Amresco) 6,25
SDS 10% (Panreac) 0,250
Persulfato amdnico 10% (Bio-Rad)* 0,125
TEMED (Sigma)* 0,0125

TOTAL 25

GEL CONCENTRADOR (4% de acrilamida:bisacrilamida, pH 6,8)
Volumenes (ml) para

Componentes

geles al 4%
Agua destilada 6,1
Acrilamida:Bisacrilamida (29:1) 1,3
(ICN Biomedicals; Sigma)

Tris HCI 0,5 M pH 6,8 (Amresco) 2,5
SDS 10% (Panreac) 0,100
Persulfato amoénico 10% (Bio-Rad)* 0,050
TEMED (Sigma)* 0,010

TOTAL 10
(*): El persulfato amonico 10% y el TEMED se afiaden al resto de los componentes tras desgasificar la

mezcla durante 15 minutos con una bomba de vacio.

8.3.2. Marcaje fluorogénico de proteinas ricas en residuos tiol (-SH)

Asociado a la electroforesis de proteinas en geles SDS-poliacrilamida, se utilizé el kit
comercial MT PAGE Cell (lkzus) para el marcaje fluorogénico con monobromobimano (mBrB),
que detecta los grupos -SH (reducidos) de proteinas como las metalotioneinas (MT). El mBrB,
qgue no es una molécula fluorescente por si misma, reacciona (alquilacidn) con los grupos
tidlicos desplazando el bromo (Br) de la molécula y haciendo que el complejo Proteina-S-
Bimano sea fluorescente (Peng et al., 2012; Rudyk and Eaton, 2014). Las muestras de proteinas
totales, aisladas segln se indica en el apartado 6, se incubaron con el agente fluorogénico
comercial (1 minuto a 65°C). Posteriormente, se afiadié a las muestras el tampdn de carga
habitual (Tabla 10) y se prepararon de la forma previamente descrita (apartado 8.3). Tras la
electroforesis, el gel se lavd dos veces con agua destilada y se fijé6 durante 30 minutos en
agitacion (Tabla 10). Por ultimo, se visualizaron bajo luz ultravioleta (excitaciéon a 320 nm/
emision 480 nm) las bandas correspondientes a aquellas proteinas ricas en residuos tiol
marcadas con el fluorégeno mBrB.

9. CLONACION DE FRAGMENTOS DE ADN Y TRANSFORMACION DE E. coli

A excepcion de la creacion de las construcciones genéticas necesarias para la obtencion de
las cepas knockout y/o knockdown, en las que se utilizaron vectores especificos (opNeo4 y CHX)
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Material y métodos

tal y como se detalla en el apartado 3, la clonacién de los demds productos obtenidos por PCR
estandar y mediante las técnicas de 5'/3' RACE se llevé a cabo utilizando el vector pCR 2.1 (Fig.
13) suministrado con el kit comercial TA Cloning Kit (Invitrogen). El proceso de ligacidn en este
vector se basa en que los amplicones producidos por la enzima Tag ADN polimerasa presentan
en sus extremos 3' un residuo de dATP. Este residuo genera extremos protuberantes con los
qgue el fragmento amplificado puede unirse directamente con el vector, que a su vez tiene
extremos 3'-T complementarios. Esta union es sellada gracias a la accidn de la enzima ADN
ligasa T4 (ExpressLink T4 DNA ligase), suministrada en el mismo kit comercial.

Tanto las construcciones obtenidas con el plasmido pCR 2.1 como las creadas con los
vectores pNeo4 o CHX se introdujeron en bacterias quimicamente competentes (E. coli TOP10
6 E. coli DH5a, respectivamente) mediante transformacidn por choque térmico. Para ello, tras
incubar las bacterias competentes junto con el producto de la reaccion de ligacion (= 5 ng)
durante 30 minutos en hielo, se llevd a cabo el choque térmico incubando las bacterias
durante 30 segundos a 42°C e, inmediatamente después, manteniéndolas en hielo durante 5
minutos. A continuacién, se afiadieron 200 pl del medio SOC (Tabla 6) a las bacterias
transformadas, que se mantuvieron a 37°C durante 1h en agitacién suave y, finalmente, se
sembraron en césped sobre placas del medio LB agar (Tabla 6) suplementado con kanamicina
(50 pg/ml) o ampicilina (100 pug/ml) segun el vector empleado (Tabla 14). Estos antibidticos se
utilizan como marcadores de resistencia y permiten la selecciéon de los transformantes
positivos. En el caso del vector pCR2.1, en el que el proceso de clonacién no fue dirigido y, por
tanto, las bacterias TOP10 podian transformarse con el vector recircularizado sin contener el
inserto, la seleccidén de colonias transformadas se realiz6 afiadiendo Xgal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopirandsido) (40 pg/ml) al medio LB-agar y analizando la actividad B-
galactosidasa.

Inserto

\/
/

Plac lacZa

Plasmido | Marcadores Aplicacion Procedencia S
pCR2.1 Amp", Kn' Vector de clonacion en E. coli Invitrogen S Vector pCR 2.1
plac-lacZ < 3,9Kb
pNeod AmpR, Pm* Obtencion de cepas knockout en T. A. Turkewitz
thermophila
CHX AmpR, cHX® Obtencion de un doble mutante A. Turkewitz Amps
(KOMTT1 + KDMTTS) en T. thermophila Fig. 13. Representacién esquematica

R . . " e R . . . .
Amp’: gen de resistencia a ampicilina. Kn™: gen de resistencia a kanamicina.

R . . . R . . . .
Pm™: gen de resistencia a paromomicina. CHX": gen de resistencia a cicloheximida.

plac-lacZ: promotor y gen lacZ ( codificante de la B-galactosidasa).

del vector pCR 2.1 (Invitrogen).

AmpR: gen de resistencia a
ampicilina. Kn": gen de resistencia a
kanamicina. P.-lacZa: promotor vy
gen lacZ. pUC ori y f1 ori: origenes de
replicacion.

El Xgal es un compuesto sacdrido que puede ser hidrolizado por la enzima B-galactosidasa

(codificada por el gen lacZ) a galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol. Este ultimo es
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oxidado a 5,5'-dibromo-4-4'-dicloro-indigo, un compuesto azul insoluble. De esta forma, las
colonias con el vector recombinante, en las que el inserto incorporado ha interrumpido el gen
lacZ, presentan un color blanco mientras que las colonias con el vector no recombinante (sin el
inserto incorporado y, por tanto, con el gen lacZ intacto) aparecen de color azul.

Los transformantes positivos se crecieron en el medio liquido LB en presencia del
antibiético seleccionador durante 16h a 37°C en agitacion. Finalmente, tras la extraccion del
ADN plasmidico (apartado 5.3), la presencia del inserto se confirmé mediante la digestion de la
construccion con determinadas endonucleasas de restriccion: EcoRl (Takara) en el caso del
vector pCR 2.1 y las combinaciones Notl HF + Pstl 6 Hindlll + Xhol para los vectores pNeo4 o
CHX segun la regién UTR clonada (consultar apartado 3).

10. SECUENCIACION DE ADN

La secuenciacién de los insertos introducidos en las construcciones plasmidicas se realizo
tanto en la Unidad de Gendmica de la Universidad Complutense de Madrid (UCM) como en el
Centro de Secuenciacién de ADN y Genotipado de la Universidad de Chicago (UCCCC-DSF),
utilizando los cebadores estandar del bacteriéfago M13 y los secuenciadores multicapilares
ABI Prism 3730/3730 XL DNA Analyzers y 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

11. ANALISIS IN SILICO DE LAS SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS Y
AMINOACIDICAS

11.1. Andlisis de similitud de las secuencias. Alineamiento muiltiple y construccién de
arboles filogenéticos

El andlisis y la identificacion de nuevas secuencias de metalotioneinas y de factores de
transcripcién del tipo AP-1 se realizd mediante la herramienta BLAST a partir de dos bases de
datos: la del genoma de Tetrahymena (Tetrahymena Genome Database Wiki:
http://ciliate.org/) (ultima consulta: febrero 2017) y la base de datos comparativa de
Tetrahymena del Instituto Broad (Tetrahymena Comparative Database:
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/Tetrahymena/MultiHome.html)  (dltima
consulta: febrero 2014). Esta busqueda fue posible gracias a que recientemente han sido
secuenciados los genomas macronucleares de T. elliotti, T. borealis y T. malaccensis. Como
secuencias de referencia para la busqueda de nuevas MTs se utilizaron las secuencias
aminoacidicas de las CdMTs TtheMTT1, TtheMTT3 y TtheMTT5 y de las CuMTs TtheMTT2 y
TtheMTT4, previamente descritas en T. thermophila. Por otro lado, en el caso de la busqueda
de nuevos posibles factores de transcripcion del tipo AP-1 se utilizaron como secuencias de
referencia las ya conocidas en T. thermophila: TthebZIP1, TthebZIP2, TthebZIP3 y TthebZIP4.
Igualmente, mediante el algoritmo tblastn y usando los pardmetros establecidos por defecto,
también se analizd bioinformaticamente el genoma macronuclear del ciliado parasito de peces
Ichthyophthirius multifiliis, utilizando la herramienta BLAST de la base de datos de este

77



Material y métodos

microorganismo (Ichthyophthirius Genome Database Wiki: http://ich.ciliate.org/) (ultima
consulta: mayo 2015). Los numeros de acceso de todas las secuencias utilizadas en este
trabajo incluidas las nuevas secuencias descritas se recogen en las Tablas A2-A5 del Anexo I.

En las nuevas secuencias nucleotidicas se localizaron los posibles ORFs (Open Reading
Frames o marcos abiertos de lectura) mediante el programa ORF Finder (NCBI):
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/ (Gltima consulta: abril 2016). Los alineamientos
multiples de las diferentes secuencias aminoacidicas se llevaron a cabo mediante el programa
T-Coffee (Tree-based Consistency Objective Funtion for Alignment Evaluation) (Notredame et
al., 2000), utilizando el método de Clustal-Wallis y los parametros establecidos por defecto.

La construccién de las matrices de identidad y de los arboles filogenéticos se realizd
utilizando el programa MEGA 5.05. Se emplearon varios métodos de inferencia filogenética,
tanto métodos basados en distancias filogenéticas (Neighbor joining, NJ) como métodos
basados en caracteres (Maxima verosimilitud, ML y Mdxima parsimonia, MP). En los tres casos
se realizaron 2.000 réplicas de cada 4rbol, definiéndose asi los valores bootstrap y
construyendo un darbol consenso para cada uno de los algoritmos de inferencia seleccionados.
Los valores bootstrap indican las probabilidades de que los miembros de un clado siempre
pertenezcan a ese mismo clado e indican la fiabilidad de cada una de las ramas del arbol.

11.2. Analisis de motivos conservados en secuencias nucleotidicas

El analisis de motivos conservados relacionados con la regulacidon de la expresion génica en
las regiones 5' y 3' UTRs de los ADNc de las nuevas MTs se realizd teniendo en cuenta aquellos
motivos ya identificados previamente en las MTs de T. thermophila (Diaz et al., 2007). Por otro
lado, la busqueda de nuevos motivos conservados en las regiones 5' UTR de los factores de
transcripcién del tipo AP-1 se llevd a cabo utilizando el programa MEME (Multiple Em for Motif
Elicitation) v.4.11.2 (Bailey and Elkan, 1994).

11.3. Prediccidn de la estructura tridimensional (3D) de proteinas

La prediccién de la estructura 3D de las metalotioneinas y de los factores AP-1 se llevd a
cabo a partir de su secuencia aminoacidica utilizando el modo intensivo del programa
informatico Phyre2 (Protein Homology/analogY Recognition Engine, Kelley et al.,, 2015):
(http://www.sbg.bio. ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) (ultima consulta: marzo 2017).
Para la visualizacion de estas estructuras 3D se aplicé el programa PyMOL Viewer 1.7.4.5.
(PyMOL Molecular Graphics System: http://pymol.org/) (dltima consulta: marzo 2017).
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11.4. Otros analisis in silico
11.4.1. Diseno de cebadores

Los cebadores utilizados en las reacciones de PCR estandar, PCR cuantitativa y técnicas de
5'/3' RACE fueron disefiados utilizando la aplicacion online Primer Quest Tool (IDT, Integrated
DNA Technologies): http://eu.idtdna.com/primerquest/home/ index (ultima consulta: enero
2017).

11.4.2. Analisis de los posibles factores de transcripcion AP-1 en Tetrahymena

La composicion aminoacidica y el calculo aproximado de su masa molecular se realizaron
utilizando la aplicacion online Protein Information Resource (PIR)
(http://pir.georgetown.edu/pirwww/search/comp_mw.shtml) (Gltima consulta: octubre 2016)
(Wu et al., 2003). La identificacién de posibles cremalleras de leucina y dominios coiled-coil en
las secuencias aminoacidicas de estos factores de transcripcion se hizo utilizando dos
aplicaciones informaticas: 2ZIP-Server (http://2zip.molgen.mpg.de/; Bornberg-Bauer et al.,
1998) (altima consulta: octubre 2016) y COILS (http://embnet.vital-
it.ch/software/COILS form.html; Lupas et al., 1991) (ultima consulta: octubre 2016). El
programa PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (ultima consulta: octubre 2016) se
utilizé para predecir la estructura secundaria de los hipotéticos motivos bZIP de los nuevos
posibles factores de transcripcion (Jones, 1999). La probabilidad de interacciéon entre las
regiones coiled-coil de las diferentes isoformas de los factores bZIP se calculé mediante el
programa informatico bZIP coiled-coil scoring form (http://compbio.cs.princeton.edu/bzip/;
Fong et al., 2004) (ultima consulta: octubre 2016).

11.4.3. Andlisis estadistico

Para determinar si las diferencias obtenidas entre los niveles de expresion genética bajo
una situacion de estrés y los correspondientes a su expresion basal (situacién control) son
estadisticamente significativas, se llevé a cabo un andlisis estadistico de comparacién de los
valores medios de dos muestras independientes (prueba t de Student) utilizando el programa
bioinformatico Statgraphics Centurion XVI versién 16.1.15. Dependiendo del experimento, se
fijé un P-valor £ 0,05 6 <0,01.

12. ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE CRECIMIENTO

En el presente trabajo se han comparado las cinéticas de crecimiento de diferentes cepas
de T. thermophila: las cepas control SB1969 y CU428, las tres cepas adaptadas a elevadas
concentraciones de metal (Cd-ADAP, Cu-ADAP y Pb-ADAP) y las cepas knockout y/o knockdown
(MTT1KO, MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD). Se han ensayado diferentes condiciones: situaciones
control, exposiciones a un metal (cd*, cu® o Pb™), e incluso, en el caso de las cepas
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adaptadas, se han estudiado sus cinéticas de crecimiento tras exposiciones a la mezcla de dos
metales. Las concentraciones utilizadas en cada ensayo segln la cepa analizada se recogen en
la Tabla 15.

Las curvas de crecimiento se obtuvieron midiendo con el espectrofotémetro los valores de
absorbancia a 540 nm (Ass;nm) de los cultivos a diferentes tiempos de incubacion.
Posteriormente, mediante la DMFit
http://browser.combase.cc/DMFit.aspx) (ultima consulta: junio 2015), se construyeron las
curvas de crecimiento segin el modelo de Baranyi y Roberts (Baranyi and Roberts, 1994),

aplicacion informatica (ComBase,

representando los valores de la concentracién celular (nUmero de células/ml) en una escala
logaritmica (logaritmos neperianos) respecto del tiempo de crecimiento. Para poder establecer
una relacion entre los valores de Assgnm Y €l nUmero de células/ml de un cultivo, previamente
se construyé una recta patrén o de calibrado en la que se relacionaron ambos parametros.
Para ello, se midio la Assg.m de varias diluciones de un cultivo control y se calculé su nimero de
células/ml mediante el recuento con una cdmara de Neubauer. La recta patrén que se utilizd
en estos ensayos es: y= 399,44x - 9,6277, siendo "x" los valores de Asi.m € "y" el nUmero de
células/ml calculado para cada recuento en el microscopio. Tras el ajuste lineal realizado con
todos los datos obtenidos, el coeficiente de correlacién de Pearson (R?) presenté un valor de
0,9967.

Tabla 15. Concentraciones de metales utilizadas en el estudio de las cinéticas de crecimiento

EXPOSICIONES SIMPLES (1 metal)
Cepa [Cd™] (um) [Cu™] (uM) [Pb*] (uM)
Ccu428 5 315 965
Cd-ADAP 115 4.000 5.500
Cu-ADAP 115 4.000 5.500
Pb-ADAP NV 4.000 5.500
MTT1KO 5 315 965
MTT5KD 5 315 965
MTT1KO+MTT5KD 5 315 965
EXPOSICIONES DOBLES (2 metales)

Cepa [Cd™ ]+ cu®™] (uM) | [Cd™]+[ Pb™] (uM) | [Cu®]+[ Pb™'] (uM)
Cd-ADAP 115+2.000 115+2.750 -
Cu-ADAP 57,5+4.000 - 4.000+2.750
Pb-ADAP - 57,5+5.500 NV

NV: no viabilidad: bajo estas condiciones las células eran incapaces de crecer y no pudieron trazarse las

correspondientes curvas de crecimiento. (-): ensayo no realizado: en el anadlisis de exposiciones

metalicas dobles, las cepas adaptadas se exponen siempre al metal al que se encuentran adaptadas (en
su concentracion maxima tolerada) y a uno de los otros dos metales seleccionados.

Una vez obtenidas las curvas de crecimiento, se calcularon dos parametros: la tasa
especifica o neperiana de crecimiento (i) en h™ y el tiempo de generacién (Tg) en h. La p se
calcula como la pendiente de la recta obtenida a partir de los valores correspondientes a la
fase exponencial de crecimiento (fase lineal). Por otro lado, el tiempo de generacion (Tg) se
calcula a partir de la p utilizando la siguiente férmula: Tg = (Ln 2)/p.
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13. ANALISIS MICROSCOPICO DE DIFERENTES CEPAS DE T. thermophila
13.1. Analisis mediante microscopia de fluorescencia

Se han utilizando dos fluorocromos diferentes: DAPI y Leadmium (consultar los siguientes
apartados). En todos los casos las muestras se prepararon a partir de cultivos en fase
exponencial tardia. Las células se recogieron por centrifugacién (2.000 rpm, 3 min) y se
resuspendieron en 1 ml de tampdn TrisHCI 0,01 M pH 6,8.

13.1.1 Microscopia de fluorescencia con DAPI

El fluorocromo DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro) (Sigma) se une
especificamente a las moléculas de ADN emitiendo en color azul. En este trabajo hemos
comparado el sistema nuclear de las células control SB1969 con el de las cepas Cd-ADAP, Cu-
ADAP y Pb-ADAP, con el fin de detectar posibles alteraciones morfoldgicas en ellos. Para lo
cual, todas las suspensiones celulares fueron expuestas durante cinco minutos a una solucién
acuosa de DAPI a una concentracion final de 0,1 pug/ml. Posteriormente, las células fueron
fijadas con una solucién de paraformaldehido al 4% (Roth) y se montaron sobre portaobjetos
de polilisina (Electron Microscopy Sciences) utilizando la solucién de montaje Fluoro-Gel
(Electron Microscopy Sciences). La observacion de los nucleos se hizo teniendo en cuenta las
longitudes de onda de excitacidon (340 nm) y emisiéon (488 nm) de este fluorocromo. Las
preparaciones fueron observadas utilizando un microscopio laser confocal modelo Olympus
FV1200 perteneciente al CAl de Citometria y Microscopia de Fluorescencia de la Universidad
Complutense de Madrid.

13.1.2 Microscopia de fluorescencia con el fluorocromo Leadmium Green AM Dye

El Leadmium Green AM Dye (Life Technologies) es un fluorocromo que se une
especificamente a los acimulos intracelulares de cadmio y plomo, emitiendo en color verde. El
ensayo con este fluorocromo se llevé a cabo en las cepas Cd-ADAP y Pb-ADAP. El Leadmium
Green AM Dye se disuelve en DMSO y se prepard una solucidn stock a una concentracion de
0,1 pg/ul. Las células se trataron con una concentracién final de 0,5 ng/ul durante 40 minutos
a 37°C. Las observaciones en el microscopio confocal se hicieron in vivo teniendo en cuenta las
longitudes de onda de excitacion (490 nm) y emision (520 nm) de este fluorocromo.

13.2. Analisis mediante microscopia electrénica de transmision (MET)

Se han estudiado por MET varias cepas de T. thermophila: la cepa control SB1969, las cepas
adaptadas a elevadas concentraciones de metal (Cd-ADAP, Cu-ADAP y Pb-ADAP) y estas
mismas cepas tras mantenerlas 1 mes sin la exposicion a metal, y posteriormente volverlas a
tratar durante 24h con las maximas concentraciones tolerables para cada metal (Cd** 115 pM,
Cu® 4 mMy Pb* 5,5 mM).
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Las muestras se procesaron segun el protocolo descrito en Asai and Forney (2000). Para
ello, las células se fijaron durante 1h en oscuridad con una solucién de glutaraldehido (Sigma)
al 2,5% en tampodn cacodilato sédico 200mM pH 7,2 (TAAB) (Tabla 10). Tras lavar varias veces
las células se realizé una post-fijacion de las mismas con una solucién de tetréxido de osmio
(TAAB) al 0,5% en tampodn cacodilato sédico (45 minutos en hielo). Las células fijadas se
contrastaron con una solucién de acetato de uranilo al 1% (TAAB) vy, tras deshidratarse en una
serie de lavados con concentraciones crecientes de acetona (25%, 50%, 75% y 100%), se llevé a
cabo su inclusion en resina Embed 812 (TAAB), preparada segun las instrucciones del
fabricante.

Las muestras fueron procesadas en el Centro Nacional de Microscopia Electrénica (CNME).
La integridad celular, tras los procesos de fijacién e inclusién en la resina, se comprobd
mediante la observacidn directa al microscopio éptico (Olympus BX50) de cortes semifinos de
las muestras tefiidos con azul de toluidina al 1% (Fig. 14). Posteriormente, mediante un
ultramicrotomo (Ultracut, Reichert-Jung) se obtuvieron cortes ultrafinos que se montaron en
las rejillas para MET. Los cortes montados fueron contrastados con acetato de uranilo al 2% en
agua bidestilada y con la solucién de Reynolds de citrato de plomo. En el caso de las muestras
de la cepa Pb-ADAP, el contraste final se llevé a cabo sélo con acetato de uranilo. Finalmente,
las muestras fueron observadas en el microscopio electrénico de transmisiéon JEM 1010 (JEOL)
a 80 kV. Las imagenes fueron captadas con una cdmara Megaview .

Fig 14. Micrografias obtenidas al microscopio dptico Olympus BX50 de cortes semifinos. (A): muestra
control (cepa SB196) (600x). (B): muestra de la cepa Cd-ADAP (600x). (C): muestra de la cepa Cu-ADAP
(1.000x). (D): muestra de la cepa Pb-ADAP (600x). Se indica la escala en micras.
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13.3. Microanalisis al MET

La composicidon quimica metalica de los granulos o agregados detectados en la cepa Pb-
ADAP se analizé por microanalisis. Para ello, las células se fijaron con glutaraldehido al 2,5% de
forma similar a como se ha explicado previamente. En este caso, las células no pueden fijarse
con tetréxido de osmio ni contrastarse con acetato de uranilo sino que simplemente se lavan
con tampdn cacodilato y posteriormente se deshidratan e incluyen en la resina. Estas muestras
también se procesaron en el Centro Nacional de Microscopia Electrénica (CNME) y se
observaron utilizando el microscopio electrénico JEM 2100HT (JEOL) a 200 kV. Este
microscopio presenta incorporado un sistema de microandlisis por XEDS (X-Ray Energy
Dispersive Spectroscopy) (Oxford INCA) que nos permitié conocer la composicién quimica
metalica de los granulos de interés.

14. ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO

14.1. Calculo de los valores CLs,

Los valores CLsg indican la concentracion de un tdxico a la que se produce la mortalidad del
50% de la poblacion celular. Este pardmetro se calculé por citometria de flujo para los tres
metales (Cd**, Cu** y Pb*") en las diferentes cepas de T. thermophila: la cepa control CU428, las
tres cepas adaptadas (Cd-ADAP, Cu-ADAP y Pb-ADAP) vy las tres cepas knockout y/o knockdown
(MTT1KO, MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD).

Las muestras se prepararon a partir de cultivos de 100 ml en fase exponencial tardia (1-3 x
10° células/ml). Las células se recogieron por centrifugacién (2.000 rpm, 3 minutos) y se
lavaron con tampdn TrisHCI 0,01M pH 6,8, en el que quedaron resuspendidas. En estas
condiciones, las células se mantuvieron en reposo durante al menos 15 minutos, permitiendo
asi que las células muertas precipitasen y que sélo quedasen en suspension las células vivas,
pudiendo separarlas facilmente tomando la parte superior de la solucién celular. La suspension
de células vivas se repartié en alicuotas de 1ml/tubo estéril. Se dejaron tres tubos sin tratar,
correspondientes a los controles del citémetro, y los demas se trataron con el metal de interés
en un rango de concentraciones crecientes. Todas las exposiciones a metal se realizaron a 30°C
durante 24h en tampdn TrisHCI 0,01M pH 6,8. Cada ensayo se repitié al menos 4 veces para
corroborar los resultados y en todos ellos se introdujeron réplicas de cada tubo.

La mortalidad celular debida al tratamiento con el metal fue estimada afadiendo a la
suspension celular el fluorocromo yoduro de propidio (IP) (Sigma) a una concentracién final de
5 pg/ml. Este fluorocromo se intercala en los acidos nucleicos de doble cadena, incrementando
sensiblemente su fluorescencia. La membrana de las células vivas no permite su paso al
interior del citoplasma y, por tanto, el IP Unicamente tefird las células que tengan dafada su
membrana (células muertas o muy alteradas) y los nucleos aislados de células lisadas
(Haugland et al., 2002). La fluorescencia del IP fue evaluada en el Centro de Citometria y
Microscopia de Fluorescencia de la UCM mediante el citdmetro de flujo FACScalibur (Becton
and Dickinson) equipado con el software Cell Quest. La fluorescencia (roja) producida por el IP
excitado con un laser de argén se recogid en el canal FL3 (670 nm LP). Ademas, se utilizaron
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tres tipos de muestras control: a-) Blanco: se trata de células no expuestas a metal y libres de
IP que permiten calibrar el citdmetro y definir la posible autofluorescencia de nuestras
muestras; b-) Control positivo o control de vivas: son células no expuestas a metal pero
conteniendo IP y, por tanto, nos permite evaluar la mortalidad basal de la muestra, no
relacionada con el tratamiento con metal y c-) Control negativo o control de muertas: son
células fijadas con formaldehido al 37% y conteniendo IP; este control nos permite comprobar
que el citdmetro esta funcionando correctamente y detecta como muertas las células que si lo
estan (Fig. 15).
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Fig. 15. Ejemplo de los resultados obtenidos por citometria de flujo. Se utilizé el fluorocromo yoduro de
propidio (IP) para diferenciar las células vivas (IP negativo, sefialadas con un circulo verde) de las células
muertas (IP positivo, sefialadas con un circulo rojo). (A): Control de vivas o control positivo: células no
expuestas a metal. (B): control de muertas o control negativo: células fijadas con formaldehido al 37%.
(C-F): células expuestas a concentraciones crecientes de cu™ (24h). Se observa el aumento progresivo

de la mortalidad celular.

14.2. Aplicacidon de los valores CLs, en los tratamientos con metales usados en los
estudios de expresion

Los valores de CLsy para diferentes metales se conocen en T. thermophila (Gallego et al.,
2007). Sin embargo, éstos no han sido calculados para otras especies utilizadas en el presente
trabajo, tales como: T. elliotti, T. americanis, T. malaccensis y T. borealis. La citometria de flujo

84




Material y métodos

también se utilizd para comprobar que los tratamientos con metales utilizados en los estudios
de expresion de las nuevas MTs descritas en especies de Tetrahymena diferentes a T.
thermophila eran realmente sub-letales y, por lo tanto, causaban bajos niveles de mortalidad
celular. Las muestras se prepararon y analizaron de forma similar a como se ha explicado
previamente (véase apartado 14.1), seleccionando un rango de concentraciones metalicas por
debajo de la CLsy.

15. ENSAYOS SOBRE LA CAPACIDAD BIORREMEDIADORA DE LAS CEPAS
ADAPTADAS

Como una primera aproximacion sobre la posible capacidad biorremediadora de las cepas
adaptadas a elevadas concentraciones de metal (Cd-ADAP, Cu-ADAP y Pb-ADAP), hemos
realizado algunos experimentos de la retirada del metal contaminante del medio por la
presencia de las cepas adaptadas.

15.1. Calculo de la cantidad de metal retirado del medio por las cepas adaptadas

En este anadlisis se calculd la cantidad de metal que son capaces de retirar del medio las
cepas adaptadas. Para ello, se utilizd la técnica de espectrometria de emisidon dptica con
plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES) (CAl de Técnicas Geoldgicas de la Universidad
Complutense de Madrid), que permitié calcular la cantidad de metal (Cd**, Cu®* o Pb*)
presente en el medio y comparar las medidas obtenidas tanto antes como después de
mantener las cepas adaptadas en presencia del metal durante 24 y 48h.

Se partié de cultivos en fase exponencial tardia (1-3 x 10° células/ml) crecidos en el medio
PP210 durante 24h en ausencia de metal. Posteriormente, las células se recogieron por
centrifugacion (2.000 rpm, 3 minutos) y se lavaron con agua bidestilada estéril. Las
exposiciones a metal (6 pM Cd*, 20 uM Cu®* y 200 6 500 uM Pb*, respectivamente) se
llevaron a cabo en agua bidestilada estéril para evitar que el medio pudiese quelar parte del
metal biodisponible para las células. Antes de afiadir nuestras células a la solucién de metal, se
tomd una alicuota de ésta (muestra a to) y se midid el contenido inicial de metal (control
negativo). Posteriormente, tras mantener nuestras cepas en estas soluciones metalicas, se
tomaron alicuotas del cultivo tanto a 24h (t,s) como a 48h (ts;s). Dichas alicuotas se
centrifugaron para eliminar las células presentes en las mismas y se midié el contenido de
metal que permanecia en los sobrenadantes mediante ICP-OES. Se realizaron réplicas para
todas las medidas realizadas.

15.2. Bioensayos sobre el nivel de toxicidad del metal no retirado por las cepas adaptadas

Las células adaptadas se crecieron en el medio PP210 durante 5 dias en presencia de las
méximas concentraciones toleradas (MCT) (115 pM Cd**, 4 mM Cu® 6 5,5 mM Pb**). Tras este
periodo de exposicion al metal, se tomaron los sobrenadantes de estos cultivos (tras eliminar
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todo el contenido celular) y se expusieron a células control SB1969 (no adaptadas) durante
24h. En el caso de la cepa Pb-ADAP, en cuyos tubos se observa la formacion de un pellet denso
tras estos 5 dias de cultivo, también se extrajo dicho pellet e igualmente se expuso a las células
control. Finalmente, tras 24h de exposicion a estos sobrenadantes o pellet, se calculé el
porcentaje de mortalidad celular mediante citometria de flujo (apartado 14) con el fin de
conocer el grado de mortalidad o toxicidad de la muestra tras haberse retirado supuestamente
parte del metal del medio por las cepas adaptadas. Como controles negativos, se expusieron
las células no adaptadas o control (cepa SB1969) a los valores CLs, obtenidos para cada una de
las cepas adaptadas.
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RESULTADOS

A.- AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE NUEVAS ISOFORMAS DE
METALOTIONEINAS EN DIFERENTES ESPECIES DE TETRAHYMENA

A.1. Aislamiento y caracterizacidon de nuevos genes codificantes de CAMTs

La utilizacién de los cebadores degenerados MET1 y MET2 (Tabla 11) permitio la obtencidn
de nuevos potenciales genes codificantes de CdMTs a partir de cuatro especies diferentes del
género Tetrahymena. Estos nuevos genes han sido denominados como: TpatMTT1 y TpatMTT2
(aislados de la especie T. patula), TelliMTT1 (aislado de T. elliotti), TborMTT1 (aislado de T.
borealis) y TamerMTT1 y TamerMTT2 (aislados de T. americanis). El resto de los genes CAMTs
descritos en este trabajo se identificaron inicialmente mediante el andlisis in silico de los
genomas macronucleares actualmente secuenciados de tres especies de este ciliado: T. elliotti
(TelliMTT2), T. borealis (TborMTT2) y T. malaccensis (TmalaMTT1, TmalaMTT2, TmalaMTT3 y
TmalaMTT4). Por lo tanto, se aportan en total 12 nuevos genes CAMTs que, sumados a los 14
previamente conocidos y aislados de diferentes especies de Tetrahymena, hacen un total de
26. Estos nuevos 12 genes constituyen el 46% del total de las CdAMTs conocidas actualmente en
ciliados.

En la Fig. 16 se muestra el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de todas las CdMTs
conocidas hasta la actualidad dentro del género Tetrahymena, incluyendo las nuevas
secuencias obtenidas en este trabajo. Se observa que todas las nuevas CdMTs (cuyas
secuencias estan completas excepto para la CAMT TamerMTT2, de la que no se pudo obtener
el extremo 5') se ajustan al patréon modular/submodular caracteristico de la subfamilia 7a. Este
patrén modular/submodular tan caracteristico de las CdMTs de Tetrahymena viene definido
por la existencia de dominios de cisteinas altamente conservados (Gutiérrez et al., 2009;
Gutiérrez et al.,, 2011). Concretamente, TpatMTT1, TborMTT1, TmalaMTT4 y TamerMTT1
tienen una estructura bimodular (dos moédulos), en la que se distingue en todas ellas un primer
modulo formado por dos submddulos de tipo 1 (sm1) y un submddulo de tipo 2 (sm2). Estas
cuatro secuencias se diferencian, sin embargo, en la estructura del segundo mddulo, que
puede ser igual a la del primero (TpatMTT1, TborMTT1) o con el submaddulo tipo 2 incompleto
(TmalaMTT4 y TamerMTT1) (Fig. 16). Sin embargo, la mayoria de las nuevas CdMTs presentan
una estructura trimodular: TborMTT2, TelliMTT1, TelliMTT2, TmalaMTT1, TmalaMTT2,
TpatMTT2 y TamerMTT2. Finalmente, la secuencia TmalaMTT3 presenta una estructura
compuesta por cuatro modulos (tetramodular) (Fig. 16). Considerando todas las CAMTs de
Tetrahymena descritas hasta hoy, la longitud de los mddulos oscila entre 32 y 63 aminoacidos
y éstos se unen mediante regiones conectoras o linkers de 2-9 aminoacidos (Fig. 16).
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crs  00000000O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0OOOOOOOmmmmmm == — Modulo————-—-—\—-—"——"—-—"——-—-———————————
Hodulo Linkexr Submadulo tipo 1 Submddulo tipo 1 Submidulo tipo 2 Longitud
TpigMT—l mod 1 MDEQ----T CCCSENAEKPCCFDENZSG CCCSSEENNCCESIDTED CCSG-DREOQENGCECT SCECCQ 59
TpyrMT-1 mod 1 MDEVHNN--N CCCSENAEPCCTDENZG CCCVIETHNCCESDEEE CCTG-TG--EGCECTGCRECCE 59
TpyrMT -2 mod 1 MDEVHN-NN CCOCVESTOTOCOIGVASS —————————————————————— ——————— COCT NOOSCR 35
TtheMTT1 mod 1 MDEVH- 8 CCCEVNARPCCTDPNIG CCCVIRETDHNCCESDTEE CCTG-TGE--EGCRCVNCECCE 58
TtheMT T2 mod 1 MEERIN---N SCCSENTEICCTDLNRGD CHNCACETDNCCEPETHNE CCTD-TL--EGCCRECVDCECCE 58
T+heMT TS mod 1 MDREIS---- ---SEITRICSKRTEEREW CCCPIETONCCHNISDDRO COVE- 3G - EGCIYVOCRCCRK 54
TrosMTT1 mod 1 CCCGENARPCCTDPNISG CCCISETNNCCQEDTEE CCTGE-TGE--PGECRCT SCRECCE 57
TtroMTT1 mod 1 COCGENAEPC CTDPNESE CCCBBETHNNCCEIDTED CCTE-TE—-OQZ2ECTGCRECCE 57
TmobMT 1 mod 1 MDEV----T CCCSENARPCCTDENIG CCOCISRTHNNCCRSEVRED COTG- T - QFCRCTSCRCCO =
T=rorMT 1 mod 1 MDEVSN--N CCCSENAEKPCCSDENSG CCCVIETHNCCESDTED CCTHNRTS--EGCRECTECECCO &0
ThegMT 1 mod 1 MDEVEMEQT CCCSENAEKPCCFDENZGC CCCESEEDNCCEIDTED CC2G-DROENGCRECT 2CECCO &3
ThegMTZ mod 1 MDEVDNREQT CCCSENARPCCFDERTS COCASRDNNCCTEENO- ————-——————— SHCENCLCOCO 52
ThegMT 2 mod 1 MDEVHNMNEQT CCCSENAEPCCTDENSG CCCSESEDNNCCEADTEE CCTGDNEO--GCRECT SCECCE B2
ThegMT 4 mod 1 MDEV-MNEQT CCCSENAKPCCFDPESGC CCC@EQDMMNCC-----—— ————-— TDESGEGNCENCECCO 52
mod 1 MDEN----8 CCCSENARPCCTDEPNAG COCISRTHNNCCOQSDTRO COTG- TE - PECRCOT 3CRCCO =
mod 1 MDTVN--QKE -CCSSGTETCCNDEECO CCCVIKEEDSCCETHNTES CCS33TE---SCRCTCSKECCE 58
mod 1 MDEVS---EK CCCOSVNAEPCCLDEFNZSG CCCVIETDNCCESDTEE CCTG-Te-—-EGCRECT SCECCHE 58
mod 1 MDEVI---K CCCSVNARPCCLDENAG CCOCEAOTHECCDATIRY ————-————————— ECQNCRECCE 49
mod 1 MDEVN---N CCCGENAKPCCTDENSG CCCVITTHNNCCESDTEE CCTG-TE-—-EGCRECVNCHECCE 58
mod 1 MDEVHN---N CCCSLNANLCCTDENIG CCYASETDNCCENDTEE CCTG-TE-IEGCECINCTCCE 59
mod 1 MDETa- - QESSRTCCETEEEW CCCPRIETONCCHNIDDEQ COVE- ESZ-—-BGCIYWVCOCECCE 54
mod 1 MDETS---- ---QESSKTCCHTEEEW CCCPIETQNCCHNIEGEQ CCVGE- Q- -EBEGCIYVCOCKCCE 54
mod 1 MDEQD---T CCCSENAEKPCCTDENZSG CCCS3EDNNCCESIDTED CCTG-DNO- SGCRECT SCECCQ 59
mod 1 MDEQQ---T CCCSENARPCCIDPNEG CCCSSKENNCCT.KSAE === EDNCENCECCQ 52
mod 1 MDEVN---3 CCCGVNAKPCCFDENSG CCCVIETHNNCCESDTEE CCTG-TE-—-EGCECT SCQCCE 58
mod 1 -—-—-————-— N CCCGEENAEPCCTDPNSG CCCVIETDNCCESDTEE CCTG-TE-—-EGCRECVNCECCE 53
TpigMT—l mod £ ----PTEAT CCCGDHEAKPCCTDENSG CCCSSKEDNNCCETDTED CCTGD-ESVDACKCETCTCCO 59
TpyrMT-1 mod & ----PARSG CCCGDEAEACCTDENSG CCCE3ETHECCDITHET ——ECRTCECCEH 48
TpyrMT -2 mod Z2 —-RTTV3IN- CCCAQNOQIRCCIIINES —ZRCTNCOCCRE 33
TtheMTT1 mod Z CCCGUVNARPC CFDPNI3G CCCVIETNNCCESDTEE CCTG-TEe-—-EGCECT S3CQCCE 56
TtheMT T2 mod 2 CClSVNVKSSCLDE‘NSG YQCABSETDNCCESDTEE CCTG-To--EBEGCRCT NCOQCYE 56
T+heMT TS mod 2 CRCGEFNAEYC CIDENTE NCCWCRTEFCHEIDSEE CCP&EAC—————————————— 45
TrosMTT1 mod Z CCCGDREARPCCTDEPNISG CCCVIETNNCCEPDTEQ CCTG-TGDA--CECTGCOQCCEQ 56
TtroMTT1 mod Z CCCEVHNARPCCTDPNS G CCCISETNNCCEFDTED CCTGE-TE0--GCRCTECRCCQ 57
TmobMT 1 mod Z£ ----PVRAD CCCSVNARPCCTDEPNIGE CCOCISRTHNNCCRISDTRD COTG- TEO- —GCRCTSCRCCO =
TwvorMT 1 mod £ -EPVIVEAQ CCCGDHAKPCCTDENSG CCCVIETHNNCCESDTED CCTHNETG--EGCRECTGCECCO &1
ThegMT 1 mod & ----PTEAT CCCGDEAEKICCTDENZSG CCCS3EDMNNCCETDTED CCTGDRSVDD-CRECETCTCCO 59
ThegMTZ mod 2 ---PTHRTT CCCSDRARSCCTDENSS COCASRDNNCCTIENRE ———-————————— TCRNCL—-C0 48
ThegMT 3 mod £ ----PTEAT CCCGDEAKPCCTDENSG CCCSSKEDNNCCEADTED CCTGDNE--EGCECT SCECCE 58
ThegMT 4 mod & ----PTENT CCCSDEAEACCTDENZSG CECATESHNNCCTIENES: ———--—-—-——————-— TCENCQC—— 4a
mod 2 COCGDEAEPC CTDPNESE CCCVEETHNNCCEPDTED CCTE-TGEDA--CECTSGCQCCEC 55
mod 2 CCCAPNTRACCODEPNC G CECANEANMNCCCEGD SEQCCETITGREE- -——-CRECTDCECCE 57
mod Z CCCEDREARDC CEDPNIG CCCI3ISQTNRCCDSZEQRES ————-—-—-—————— ECQNCECCE 48
mod 2 COCGDEAEDC CEDPNSD CCCBBEQTNRECOCDIEZZERES ————-—-—-—-————— ECQNCECCE 48
mod 2 CCCEVNARPC CLDPNSG CCCVIETHNNCCESDTEE CCTG&E-TE--EGCECT SCOCCE 56
mod Z CCCEIMNARPCCLNPNS G CCCVIEANNCCESDTEE —Y¥TG3A-—--EGBERCTNCLCCOQ 55
mod 2 CHCZPNAEYC CIDPNTE NCCWCETEFCSESDET- CE--—-—-——————————————— 38
mod 2 CRCOGPHNARYCCIDEPETE NCOCCVCETEFCSESDSEE CCOPGEEC 45
mod Z CCCEDRARPCCTDPNSG CCC3ISEDNNCCEPDTED CCTEEQGNA--CRCETCQCCOQ 58
mod 2 CCCGDREARSCCEDPNEG CBCAQEGNDCOCTEENEKG- ——--— —TCRENCO-CQ 48
mod 2 CCCEDRARACCTDENS G CCOCCINEANEKCCDATSEO- ——-— —ECQTCOCCE 48
mod Z CCCGUVNARPCCFDPNISG CCCVIETNNCCESDTEE CCTG-TE--EGCECT S3COQCCE 56
TpyrMT -2 mod 3 CCOCHONNTRC CENSNEE ———-—-—-——————~—~—~~—— ——————————— CRCTNCOCZCE 32
TtheMTT1 mod 3 CCCEDRARACCTDPNISG CCCINEANKCCDATIEQ ————-—-—-—————— ECQTCQCCH 48
TtheMT T2 mod 3 COCGDEARACCTDPNES S CCCENEANECCDATIER —BECQUZOCCE 48
TLroMTT1 mod 3 CCOCGDEARPC CTDENSE CCCEIRTHNNCCREA- - —— ———-DTCECCE 4z
TraokMT 1 mod 3 CCCEDRARPCCTDPNS G CCCISETNNCCEADTED CCTGE-TGERED-—-CRECTSCECCEN 58
T=rorMT 1 mod 3 COCGDEAEECCTDPNS: CCCBSETHNECCDITORT —ECNNCECCE 48
ThegMT:Z mod 3 COCGDEARSCCTDENSE CSCASKDNNCCTIENRES —TCENCL-CQ 44
ThegMT 2 mod 3 ----PTEAT CCCSDEAEPCCTDENZSG CCCS3EDMNNCCETDTEE CCTNEQSALA--CRCETCQCCO 58
ThegMT 4 mod 3 ---—--— QOOTTCICGDEARACCTDPNES CSCATESNNCCTIENEST ——CONCOCQ0 48
mod 3 ----PVRAG CCCSDRARACCTDENSS CCC33RTHQCCHNITERR —DCNQZTCCE 45
mod 3 ----PEQQG CCCGDHAKDCCHDENSG CCCS33EAMNKCCDIIIER —ECQNCDCCE 48
mod 3 ----PEQQG CCCSDEAKDCCENPNGSE CCC33ETHECCDI33ER ECQNCQCCH 48
mod 3 ----PAQTS CCCSDRARACCTDENSS CCOCI3NRANRKCCDATORO —ECQTCOCCE 45
mod 3 ----PSQSG CCCGDHAKACCTDENISG CCCS3EVNECCDATQEQ ———---—-——————-— ECQICQCCE 48
mod 2 —---ETEEEW -- —— CCCP3EIQNCCNSDDEQ CCVGQGEG—-—-CIYVCCRCCE 41
mod 3 COCGDREARSC CIDEPNSE CSCAQRGHNDCOCTE-KS0 ————-—-—-—— DHNETECENCQCZCO 45
mod 3 CCCGDREAFRACCTDEPNIGE CCCINEANEKECCDATIEQ —————-——————— ECQTCQCCE 48
TpyrMT -2 mod 4 CCOCHONENEC CRGENOE ———-—-—-———————————— ——————————— CTCONCHNCCE 33
ThegMTZ mod 4 CCCGDREAERSCCTDEPNISG CISCASEDNNCCTDEQET —ENNCENCOQCI0 47
ThegMT 4 mod 4 CCCGDREARSCCTDPESG CECAQEDNNCCTDEIQE ——-—-— —NENCQNCQC 30 47
mod 4 CRCGEFNAEYC CIDENTE NCCWCETEFCAEIDIEE CCFPGERC 45
TopyrMT -2 mod 5 ----0QVoYVs CCCSDEARACCTDENZG CCCEEETERCCDITEER ——-——--——-——-——————-— QCDTCECCE 48
cConsenso Xo_o Co_3XgCq sXg Co_3¥gly sXg CoXg gt CHOXKCy oXKCy oy »

Fig. 16. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de todas las CdMTs conocidas dentro del género Tetrahymena
(Tpig: T. pigmentosa, Tpyr: T. pyriformis, Tthe: T. thermophila, Tros: T. rostrata, Ttro: T. tropicalis, Tmob: T. mobilis, Tvor:
T. vorax, Theg: T. hegewischi, Tbor: T. borealis, Telli: T. elliotti, Tmala: T. malaccensis, Tpat: T. patula, Tamer: T.
americanis). Se muestra la estructura modular/submodular de la subfamilia 7a (CdMTs), las longitudes de cada médulo
(aa) y la secuencia consenso. Las 12 nuevas secuencias obtenidas en este trabajo se destacan en naranja. Cys (C)
sombreada en amarillo, Lys (K) en azul, GIn (Q): en gris e His (H) en rojo. sm1: submaddulo tipo 1; sm2: subméddulo tipo 2.
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Resultados

Como se muestra en la Tabla 16, las nuevas CdMTs presentan los motivos de cisteinas (C)

tipicos de las CdMTs del género Tetrahymena, entre los que predominan las agrupaciones CCC

(que engloban al =32% de las cisteinas) y XCCX (que reunen al =35% de las cisteinas), siendo

"X" cualquier otro aminodcido. Ademds de las agrupaciones mayoritarias (CCC y XCCX), las

CdMTs de Tetrahymena presentan otras agrupaciones de cisteinas como CXCC, CXC, XXCXX o

CXCXC.

Tabla 16. Distribucidn de las agrupaciones de cisteina entre las CdMTs del género Tetrahymena

N2 total |% Cysen Longitud
CdMT ccc CXCC | CXCXC | Xcex CXC XXCXX Cys por MT | cada MT | total (aa) ™
TpigMT-1 4 2 0 6 2 0 34 28,81 118
TpyrMT-1 4 2 0 5 1 1 31 28,97 107
TpyrMT-2 6 5 0 6 4 1 54 29,83 181
TtheMTT1 6 3 0 8 2 1 48 29,63 162
TtheMTT3 2 2 1 9 3 3 42 25,93 162
TtheMTT5 1 1 0 5 1 6 24 24,24 99
TrosMTT1 4 2 0 6 2 0 34 30,09 113
TtroMTT1 6 3 0 8 2 0 47 30,13 156
TmobMT1 6 3 0 9 3 0 51 29,65 172
TvorMT1 6 3 0 8 2 1 48 28,40 169
ThegMT1 4 2 0 6 2 0 34 27,87 122
ThegMT2 4 1 0 8 7 4 49 25,65 191
ThegMT3 6 3 0 9 3 0 51 28,65 178
ThegMT4 5 1 0 8 6 4 50 25,91 193
ThorMTT1 4 2 0 6 2 0 34 30,09 113
ThorMTT2 5 2 2 9 1 2 49 30,06 163
TelliMTT1 6 3 0 7 1 2 45 29,22 154
TelliMTT2 6 3 0 6 0 3 42 28,97 145
TmalaMTT1 6 3 0 8 2 1 48 29,63 162
TmalaMTT2 5 3 0 8 1 2 44 27,16 162
TmalaMTT3 2 2 0 12 2 6 46 25,70 179
TmalaMTT4 1 1 0 7 1 3 25 25,25 99
TpatMTT1 4 2 0 6 2 0 34 29,06 117
TpatMTT2 4 2 0 6 3 3 39 26,35 148
TamerMTT1 4 2 0 5 1 1 31 29,25 106
TamerMTT2 6 3 0 8 2 1 48 30,57 157
TOTAL Cyfs/ ) 351 183 9 378 116 45 1082 28,27 147
Valores medios
% Cys 32,44 | 16,91 0,83 34,94 | 10,72 4,16 100

Las 12 nuevas CdMTs descritas en este trabajo aparecen destacadas en naranja. Sombreadas en gris se

indican las agrupaciones de cisteinas mas abundantes. C: cisteina; X: cualquier otro aminodacido.
Longitud total (aa) de las proteinas inferidas a partir de las secuencias nucleotidicas obtenidas. (

(1)

2)

Numero total de residuos de cisteinas que forman parte de cada tipo de agrupacion y valores medios de

los porcentajes de Cys y longitudes totales. @) Porcentaje de residuos de cisteina en cada tipo de

agrupacion.
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Las longitudes de las CdMTs de Tetrahymena oscilan entre 99 y 193 aminoacidos, siendo
147 aminoacidos la longitud media de estas proteinas. EIl niumero total de cisteinas que
presenta cada molécula se sitia entre un minimo de 24 (como es el caso de la CAMT
TtheMTT5, que junto con la TmalaMTT4 son las CAMTs mds pequefias (99 aa) dentro de las
conocidas en el género Tetrahymena) y un maximo de 54 [correspondiente a la CAMT TpyrMT-
2, que es la Unica que presenta una estructura formada por cinco médulos (Fig. 16)]. Por
consiguiente, las cisteinas suponen entre el 24,24% y el 30,57% de la longitud total de las
CdMTs de Tetrahymena (Tabla 16).

A.2. Aislamiento y caracterizacidn de nuevos genes codificantes de CuMTs

En este trabajo se describen 9 nuevas CuMTs dentro del género Tetrahymena. Algunas de
ellas se obtuvieron mediante la amplificacién por PCR utilizando los cebadores degenerados
MTCU1 y MTCU2 (Tabla 11), como son: TelliMTT6 (T. elliotti), TborMTT3, TborMTT4, TborMTT6
(T. borealis) y TamerMTT3 (T. americanis). El resto de nuevas CuMTs expuestas en este trabajo
(TelliMTT8, TborMTT7, TborMTT8, TmalaMTT5) se han identificado tras el andlisis in silico de
los genomas macronucleares de T. borealis, T. elliotti y T. malaccensis, recientemente
secuenciados. Hasta hoy se conocen un total de 17 CuMTs dentro del género Tetrahymena,
aportandose en este trabajo casi el 53% de las secuencias descritas actualmente. Ademas, en
este estudio se ha incorporado una CuMT del ciliado Ichthyophthirius multifiliis, identificada
tras llevar a cabo el andlisis in silico de su genoma macronuclear. Esta Gltima ha sido
denominada ImMTT2 y constituye la primera CuMT descrita en un ciliado diferente al género
Tetrahymena.

En la Fig. 17 se muestra el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de todas las CuMTs
de ciliados conocidas hasta hoy, incluyendo las 9 nuevas. A pesar de que a diferencia de las
CdMTs las CuMTs no parecen tener un patrén modular/submodular tan marcado, si pueden
distinguirse repeticiones sucesivas de agrupaciones de cisteinas caracteristicas, principalmente
del tipo CXC (Fig. 17), que incluyen aproximadamente el 92% de los residuos de Cys (Tabla 17).
Ademas de esta agrupacién mayoritaria (CXC) las CuMTs también contienen otros tipos de
agrupaciones de Cys, como son: CXCC, XCCX o XXCXX, que se encuentran en un porcentaje
muy inferior con respecto a la primera mencionada (Tabla 17). Al contrario de las CdMTs, no se
ha detectado ninguna agrupacion del tipo CCC o CXCXC entre las CuMTs de ciliados.

Las CuMTs de Tetrahymena presentan longitudes deentre 60 y 158  aminodcidos,
conteniendo un numero total de residuos de cisteina de entre un minimo de 16 (como es el
caso de la CuMT TborMTT4, que es la mas corta (60 aa) dentro de las conocidas en el género
Tetrahymena) y un maximo de 44 [correspondiente a las CuMTs TborMTT3 y TborMTT6, que
son en contraposicién las mas largas (158 aa) del género Tetrahymena (Tabla 17)]. Por otro
lado, la IMMTT2 constituye la CuMT mas larga (167 aa) de todas las analizadas en ciliados
hasta hoy y contiene hasta 54 residuos de Cys (Tabla 17). Finalmente, considerando todas las
CuMTs de ciliados, podemos decir que las cisteinas suponen entre el 26,63% y el 32,34% de la
longitud total de estas proteinas (Tabla 17).

92



Resultados

CuMTs Longitud
TpigMT-2 MDTQTQTKLTTACKCNPCKCQOPLCKCGTTSACNCQPCE -~ ————————————m e 38
TtheMTT2 MDTQTQTKVTVGCSCNPCKCOPLCKCGTTAACNCQOPCE— === === === — e e e e 38
TtheMTT4 MDTQTQTKVTVGCSCNPCKCQPLCKCGTTAACNCQPCE———————————mm e e 38
TrosMTT2 MDTQTQTKLTTGCKCNPCKCQOPLCKCGTTAACNCQOPCE— === === === — e e e e 38
TtropMT1 MDTQTQTKLTVACKCNPCKCQPLCKCGTTSACNCQPCE————————————— e e 38
TtropMT2 MDTQTQTKVTVGCSCNPCKCQOPLCKCGTTAACNCQOPCE— === === === — e e e e e 38
TfarCuMT MDTQTQTKLTVGCKCNPCKCQPLCKCGTTSSCNCQPCE——————————————mmmmm e ——— 38
MDTQIQTKLTQGCSCNPCKCQPLCKCATTSACNCQASE——————————————— e 38
MPTSFASVVP-—-———————————————— LPACNCOPCE———=——=—=————— e 20
MDTQIQTKLTQGCSCNPCKCOPLCQCGTTSACNCQASE-————————————————————————————— 38
MDTQTQTKLTSGCTCNPCKCQPICKCGTTSACNCQASV —————————m e e e e e 38
MDTQIQAKLTTGCKCNPCKCOPLCKCGTTAACNCQPCE-—————————=——————————————————— 38
MDTQTQTKVTVGCSCNPCKCQOPLCKCGTTAACNCQPCE———==—==— === — e e e 38
MDTQTQTKLTVGCKCNPCKCOPLCKCGTTSSCNCQPCE-—————————=——————————————————— 38
MDPQTONKLTVGCKCNPCKCQPLCKCGTTSACNCQPCE——————=——————————— o~ 38
MDTQTQTKVTVGCSCNPCKCQPLCKCGTTAACNCQPCE——————————=——————————————————— 38

MESISK———TAACKCNPCNCNP—CKCGTTAKCNCNNCQCNPCKCGTTAACKCNPCGCNPCKCGTTAQC 64

TpigMT-2 NCDPCSCNPCKCGTSDACKCNPCKCTDCKCAA ——-———————————————————————————————— 32
TtheMTT2 NCDPCSCNPCKCGATESCGCNPCKCAECKCGSHTEK-————-—-————————————————————————— 36
TtheMTT4 NCDPCSCNPCKCGVTESCGCNPCKCAECKCGSHTEK-----—-—-—-—-=-—-—————-——————————————— 36
TrosMTT2 NCDPCNCNPCKCGVSDGCKCNPCKCADCKCT--—-—-—-——————————————————————————————— 31
TtropMT1 NCDPCSCNPCKCGTSEACKCNPCKCAECKCGSATDK-——=-——————-————————————————————— 36
TtropMT2 NCDPCSCNPCKCGVTESCGCNPCKCAECKCGSHTEK-——-———————————————————————————— 36
TE£CuMT NCDPCSCNPCKCGATESCOQCNPCKCAECKCCTHAVK-——--—-—————-————————————————————— 36

NSDACACNPCKCGVSGTCKCNPCQCVDCKCGTASQONVGCKCDTCACNPCRCGVSDACQCNTCKCGD 67

NCDPCNCNPCKCGVSDGCKCNPCKCADCKCT——=—-———————————————————————————————— 31

NSDACTCNPCKCGVSGTCKCNPCSCVDCKCGTASQQOSVGCKCDTCACNPCKCGVSDACQCNTCKCGD 67
DNEACSCNPCKCGVTSSCQCNPCKCGDCKCGAVSQVTAGCKCNPCSCNPCKCGVSASCSCSSCQCSD 67

NCDPCNCNPCKCGVSDGCKCNPCKCADCKCT-——————————————————————————————————— 31
NCDPCSCNPCKCGATESCGCNPCKCAECKCGSHTEK-—--—-—-——-—-—-————-———————————————— 36
NCDPCSCNPCKCGATESCSCNPCKCAECKCGTEDVKTSACKCDPCSCNPCKCGVTQSCQCNPCTCAE 67
NCDPCSCNPCKCGATENCQCNPCKCAECKCGNBAAK-—--—-————-—-————————————————————— 36
NCDPCSCNPCKCGATESCGCNPCKCAECKCGSHAEK-—————————————————————————————— 36
NCTNCQCNPCRCGTTAQCKCNPCGCNPCKCGTTAQ----CNCTNCQCNPCRCG——--—-——————-——— 49
TpigMT-2 ~  ———=———— - —m——————————— SAGCKCSPCNCTDCKCTGTESC-C----—---— QKO 26
TtheMTT2 ~  —-——--——-—- TSACKCNPCACNPCNCGSTSNCKCNPCKCAECKC 34
TtheMTT4 -—-————---- TSACKCNPCACNPCKCGSTSNCKCNPCKCAECKC 34
TrosMTT2 =  ————— - - GTKSC-C-——————- OKK 9
TtropMTl =  —-—-—-———-—--- STACKCNPCACTECNCGATSN-—---=-—-=-—=—-—-—————-—— e-&——————- QKQ 26
TtropMT2 =  -————-——-—- TSACKCNPCACNPCKCGSTSNCKCTPCNCAECKC 34
TfCuMT -————————- TSACKCDPCSCNPCKCGVTQSCQCNPCTCAECKC 34
CKCGSVSQQTAGCKCNPCTCNNCKCGVSASCKCNPCKCADCKCSGSESC-C———————— QOKQ 53
———————————————————————————————————————————— GTESC-C--------0KN 9
CKCGSVSQQTAGCKCNPCTCNNCKCGVSASCKCNPCKCVDCKCSGSESC-C———————— QKQ 53
CKCGTVSQATVGCKCNPCTCNPCKCGVSASCKCNPCKCANCNCS 44
———————————————————————————————————————————— GTESC-C--------0KN 9
————————— TSACKCNPCACNPCNCGSTSNCKCNPCKCAECK 33
CKCGTISASTSACKCNPCTCNPCKCGVTSNCKCNPCGCSECKC 43
————————— TSACKCNPCGCSECKC 16
————————— TSTCKCNPCTCNPCKCGSTSNCKCNPCKCAECKC 34
———————— TTAQCKCNPCGCNPCKCGTTAQCNCTNCQCNPCKCGTTDNCKCGNGCQCNPCKC 54

Fig. 17. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de todas las CuMTs conocidas en ciliados (Tpig: T. pigmentosa,
Tthe: T. thermophila, Tros: T. rostrata, Ttro: T. tropicalis, Tfar: T. farahensis, Tbor: T. borealis, Telli: T. elliotti, Tmala: T.
malaccensis, Tamer: T. americanis, Im: Ichthyophthirius multifiliis). Se indican las longitudes (aa) de cada seccidn. Las
10 nuevas secuencias obtenidas en este trabajo se destacan en naranja. Cys (C): sombreada en amarillo, Lys (K) en
azul, GIn (Q): en gris e His (H) en rojo.
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Tabla 17. Distribucion de las agrupaciones de cisteina entre las CuMTs de ciliados

CuMT ccc | cxcc | exexc | xcex | exc | xxexx Cxept::::” c/ag‘a’s“:: t:far;g(::ﬂn
TpigMT-2 0 0 0 1 12 2 28 29,17 9%
TtheMTT2 0 0 0 0 15 2 32 29,63 108
TtheMTT4 0 0 0 0 15 2 32 29,63 108
TrosMTT2 0 0 0 1 9 2 22 28,21 78
TtroMT1 0 0 0 1 12 2 28 28,00 100
TtroMT2 0 0 0 0 15 2 32 26,63 108
TfarCuMT 0 1 0 0 14 1 32 26,63 108
TelliMTT6 0 0 0 0 21 2 44 29,73 148
TelliMTTS 0 0 0 0 12 2 26 28,89 90
TmalaMTT5 0 0 0 0 15 2 32 29,63 108
TborMTT3 0 0 0 1 21 0 44 27,85 158
ThorMTT4 0 0 0 1 6 2 16 26,67 60
ThorMTT6 0 0 0 1 21 0 44 27,85 158
ThorMTT7 0 0 0 0 21 0 42 28,19 149
ThorMTT8 0 0 0 1 9 2 22 28,21 78

TamerMTT3 0 0 0 0 14 3 31 28,97 107

IMMTT2 0 0 0 0 27 0 54 32,34 167

TOTALCys/ [ g 3 0 14 518 26 561 28,60 113
Valores medios
%Cys © 0 0,53 0 2,50 | 92,34 | 4,63 100

Las 10 nuevas CuMTs descritas en este trabajo (9 del género Tetrahymena y una del ciliado I. multifiliis,
ImMMTT2) aparecen destacadas en naranja. Sombreada en gris se destaca la agrupacion de cisteinas que
reune el mayor porcentaje de este aminoacido. C: cisteina; X: cualquier otro aminodacido. @ Longitud
total (aa) de las proteinas inferidas a partir de las secuencias nucleotidicas obtenidas. @ Namero total

de residuos de cisteinas que forman parte de cada tipo de agrupacion y valores medios de los

porcentajes de Cys y de las longitudes totales considerando todas las CuMTs conocidas en ciliados. ®)

Porcentaje de residuos de cisteina en cada agrupacion.

A.3. Secuencias completas de Cd- y CuMTs obtenidas como ADNc

Mediante las técnicas 5'/3' RACE se han conseguido obtener los ADNc completos (ORF y
regiones 5'y 3' UTRs) de las 21 nuevas MTs del género Tetrahymena descritas en este trabajo
(consultar el Anexo Il). En el caso de la CAMT TamerMTT2, cuyo genoma aun no ha sido
secuenciado, no se ha podido completar su ADNc en su extremo 5', careciendo de informacidn
sobre su regién 5'UTR. Las secuencias de los 21 ADNc han sido incorporadas en el GenBank y
sus numeros de acceso aparecen recopilados en la Tabla A2 del Anexo |.

El analisis comparativo de las secuencias obtenidas inicialmente como ADN gendmico con
los correspondientes ADNc, nos permite afirmar que en ninguna de las MTs de Tetrahymena
descritas hasta la actualidad se ha detectado la presencia de intrones en la regidn codificante.
Ademas, el estudio de las regiones 5' y 3' UTRs nos ha revelado la presencia de ciertos motivos
conservados con potencial capacidad reguladora (Tabla 18 y 19).
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Tabla 18. Motivos conservados detectados en las regiones 5' y 3' UTRs de algunas CdMTs de Tetrahymena

CdMT

5'UTR

3'UTR

Caja TATA
(5'TAATAA3')

Motivo MTCM1
(orientacion 5' - 3')

Seiiales de poliadenilacion

Seial de

5'ATTAAA3' | 5'AATAAA3'

degradacion
(5'ATTTA3')

TelliMTT1

GTTTGATTTCAATCAAT
TATTCAGTCATGGGT
CTGTGACTCATGAAT
TTGTGACTCTTGATT

TelliMTT2

TGTTGAATCAGGCAA
ATCAAACTCATGAAT
TTGTGACTCTTGGTT

TmalaMTT1

CTGTGATTCATGAAT
TCATGAATCATTATT
GATTGACTCATGATT
AAGTGAATCATGATT

TmalaMTT2

AACTAACTCATGATT
GCAAGACTCATGATG

TmalaMTT3

?

TmalaMTT4

TpatMTT1

TpatMTT2

NN O|O

?
?
5

OO |IN|N
R|O|Rr|W| O

AIN|W|F-

TborMTT1

ATCTGATTAATGATT
CAGTGATTCATAAGC
AAGTGATTCATGAAG
AGGTTGATCATGAAC

TborMTT2

TATTGATTCATTCTA
TATTGAATCATACTT
TTTTTGAATCAACATAA
GATTGACTCATTCAAA
TAGTGATTCATTAATT
AAATCAATCAATCAA

TamerMTT1

?

TamerMTT2

?

TtheMTT1

ATGTGAATCATTAAT
TTGTGATTCTTGAAT
GATTGACTCATGATT (2)"
ATGTGATTCTTGAAT
ACGTGATTCACGATT

TtheMTT3

ATGTGATTCTTGAAT
GACTAAATCAAGAGT

TtheMTT5

GTGTGATTCTTGAAT
ATGTGATTCATGAGT (2)’
ATGTGAATCATGAGT
GTGTGAATCATGAGT (4)°
GAGTGAATCATGAGT (2)"
GTGTGAATCATGAGG (2)’
TAGTCACTCATGAAT

TpyrMT-1

ATGTGATTCTTGAGC
AAGTGATTCTTGAGC
TAGTGATTCCTGAAT
AAGTGATTCCTGAGT
AAGTGATTCTTGGAT

* Los numeros entre paréntesis indican el nimero de copias de cada uno de los motivos MTCM1. Los

tripletes TCA y TGA aparecen sombreados en azul y amarillo respectivamente para facilitar la comparacién

entre las secuencias de los diferentes motivos MTCM1 y la identificacidon de los posibles sitios de unién de
los factores AP-1. ?: dato no conocido. En color naranja se indican las nuevas secuencias de CdMTs.
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En las regiones 5' UTRs de la mayoria de las MTs de Tetrahymena se detectan, ademas de
cajas TATA (5'TAATAA3'), unos motivos conservados previamente denominados como Motivo
1 Conservado en Metalotioneinas (MTCM1) (Diaz et al., 2007). El motivo MTCM1 presenta la
siguiente secuencia consenso: 5'GTGTGAATCATGAGT3', deducida tras la comparacidon de
distintas MTs de T. thermophila y T. pyriformis (Diaz et al., 2007), cuyos motivos MTCM1
también aparecen recogidos en las Tablas 18 y 19. Los tripletes TGA y TCA que presentan los
motivos MTCM1 parecen claves para la unidn de factores de transcripcion del tipo AP-1, que
podrian estar relacionados con la regulacidon a nivel transcripcional de la expresion de estos
genes en respuesta a condiciones de estrés.

Tabla 19. Motivos conservados detectados en las regiones 5' y 3' UTRs de algunas CuMTs de
Tetrahymena

5'UTR 3' UTR

CuMT

Caja TATA
(5'TAATAA3')

Motivo MTCM1
(orientacion 5' - 3')

Sefiales de poliadenilacion

5'ATTAAA3'

5'AATAAA3'

Senal de
degradacion
(5'ATTTA3')

TelliMTT6

6

GAGTGATTCTTGAGG

0

2

2

TelliMTT8

8

AACGAACTCATGAAT
AGAAAACTCATGAGT

1

2

1

TmalaMTT5

GTCTTCAATCATTCATT
ATATGAATTTATCATT

TborMTT3

TATATTATCATGACC
GTGATCTCAATCAAA

TborMTT4

CAAAAACTCATGAGC
AGATCAATCATTAAC
GTTTGATTCAGATAC
AATTCAATCATTACA

TborMTT6

ATTTGCATCATGATC
AATCATTCACTCA
CTTTCAATCAGCATA
TATATTATCATGACC
GTGATCTCAATCA

TborMTT7

TTATGATTTATGATA
CTAAGACTCATGACT

TborMTT8

AATTCAATCATTACA
CTATGAGTGATATTC
GAGTGAATCTTGAGG
AAATGATTCAAGATAA
TGAGGCTCATGAT

TamerMTT3

?

TtheMTT2

AATTCATATATGATA
GAGTGATTCCTGAGG

TtheMTT4

3

ATTTGATAATTGAAT
CTATGATTCAAGAGT

?

?

?

Los tripletes TCA y TGA aparecen sombreados en azul y amarillo respectivamente para facilitar la
comparacioén entre las secuencias de los diferentes motivos MTCM1 vy la identificacién de los posibles
sitios de union de los factores AP-1. ?: dato no conocido. En color naranja se indican las nuevas
secuencias de CdMTs.
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Por otro lado, en las regiones 3' UTRs de casi todas las MTs de Tetrahymena se han
identificado potenciales sefales candnicas de poliadenilacion (5'AATAAA3' y 5'ATTAAA3') y
posibles sefiales de degradacién del ARNm (5'ATTTA3') (Tablas 18 y 19).

A.4. Estudio de la expresion de algunos de los nuevos genes MTs tras el tratamiento con
diferentes agentes estresantes

En el presente trabajo se han analizado mediante RT-PCR cuantitativa 6 de los 21 nuevos
genes codificantes de MTs descritos en diferentes especies del género Tetrahymena:
TborMTT1, TborMTT2, TborMTT7 (T. borealis), TelliMTT6 (T. elliotti), TamerMTT3 (T.
americanis) y TmalaMTT5 (T. malaccensis). El resto de los genes no se pudieron analizar por
esta técnica debido a que dentro de la misma especie existen varias isoformas de MTs con una
elevada homologia entre sus secuencias nucleotidicas (Tabla 20) y, por tanto, no es posible el
disefo de cebadores especificos que puedan diferenciar cada una de ellas.

En T. borealis, los genes TborMTT3 (477 pb) y TborMTT6 (477 pb) presentan una homologia
del 96% en toda su longitud. En el caso de ThorMTT4 (183 pb) y ThorMTT8 (237 pb), la
homologia es de hasta el 99%. En T. elliotti, las CAMTs MTT1 (465 pb) y MTT2 (438 pb)
presentan una homologia del 85% en toda su longitud (Tabla 20). Sin embargo, en el caso de
las CuMTs MTT6 (447 pb) y MTT8 (273 pb), como presentan longitudes muy diferentes,
aunque la MTT8 se asemeja mucho (90% de homologia) a la MTT6 en su extremo 5', se
pudieron disefiar cebadores especificos para la MTT6 en su extremo 3', con el que ya no se
encuentra homologia con la MTT8, que es mucho mas corta. En T. americanis, existe una
homologia del 99% entre TamerMTT1 (321 pb) y TamerMTT2 (474 pb) (Tabla 20). En T.
malaccensis, TmalaMTT1 (489 pb) y TmalaMTT2 (489 pb) se asemejan en un 84% vy
TmalaMTT3 (540 pb) y TmalaMTT4 (300 pb) en un 92-94%. Finalmente, tampoco se pudieron
analizar TpatMTT1 (354 pb) y TpatMTT2 (457 pb), que presentan un 91% de homologia entre si
(Tabla 20).

Las concentraciones de metales/metaloides normalmente utilizadas en experimentos de
expresion (Tabla 9) son muy inferiores a los valores de Clsy previamente calculados en T.
thermophila (Diaz et al., 2007) y, por tanto, provocan bajas tasas de mortalidad celular. En
nuestro caso, para llevar a cabo el analisis de expresidn de los nuevos genes seleccionados de
diferentes especies de Tetrahymena, primeramente se quiso confirmar que las
concentraciones seleccionadas para T. thermophila también eran subletales para las nuevas
especies. Para ello, se realizaron ensayos previos de toxicidad (mortalidad) celular con
diferentes concentraciones metalicas utilizando citometria de flujo (Tabla 21). En todos los
casos se comprobd que estas concentraciones eran igualmente subletales para las cuatro
especies analizadas (Tabla 21). Solamente existe una excepcidn en la especie T. borealis, en la
que la concentraciéon de Cd** normalmente utilizada (45 pM) producia una mortalidad del
65,6%, por lo que se utilizéd una concentracién de 10 uM (Tabla 21).
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Tabla 20. Analisis de homologia entre las secuencias codificantes de las 21 nuevas MTs de diferentes
especies de Tetrahymena

T. borealis
MTT1 | MTT2 | MTT3 MTT4 MTT6 | MTT7 | MTT8

MTT1 ID
MTT2 ND ID
MTT3 ND ND ID
MTT4 ND ND ND ID
MTT6 ND ND 96% ND ID
MTT7 ND ND ND ND ND ID
MTT8 ND ND ND 99% ND ND ID

T. elliotti

MTT1 MTT2 MTT6 MTT8
MTT1 ID
MTT2 85% ID
MTT6 ND ND ID
MTT8 ND ND 90% ID
T. americanis
MTT1 MTT2 MTT3
MTT1 ID
MTT2 99% ID
MTT3 ND ND ID
T. malaccensis
MTT1 MTT2 MTT3 MTT4 MTT5

MTT1 ID
MTT2 84% ID
MTT3 ND ND ID
MTT4 ND ND 92-94% ID
MTT5 ND ND ND ND ID

T. patula

MTT1 MTT2

MTT1 ID
MTT2 91% ID

Dentro de una misma especie, las secuencias fueron comparadas dos a dos con la herramienta
BLAST del NCBI. Sombreadas en naranja se indican las CdMTs y en verde las CuMTs. ID: la comparacion
de una secuencia consigo misma da el 100% de homologia (identidad). ND: el programa no detecta
ninguna similitud entre las dos secuencias comparadas.
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Tabla 21. Anadlisis mediante citometria de flujo de la toxicidad producida por cinco metales pesados
sobre cuatro especies de Tetrahymena

Metal Concentracion Mortalidad celular (%)
pesado (uM) T. borealis T. elliotti T. americanis T. malaccensis

15 4,94 5,15 1,36 0,06

25 19,5 5,16 0,66 0,05

cd™ 45 65,64* 4,97 0,83 0,05
60 71,29 5,29 2,42 0,06

100 78,85 4,04 3,42 1,58

300 0,44 2,37 2,83 0,12

500 1,75 1,14 1,81 0,13

cu®* 1000 0,72 1,27 1,32 0,22
2000 1,09 1,57 1,73 0,6

4000 4,85 3,87 2,85 2,26

500 1,44 2,21 1,31 0,05

1000 1,70 3,95 1,37 0,04

Pb** 3000 2,57 1,21 3,61 0,14
5000 3,35 0,53 14,46 0,36

6000 4,08 0,81 36,23 1,53

100 0,51 0,72 1,24 0,26

500 0,75 0,43 1,51 0,88

As* 1000 0,91 0,35 1,21 1,46
3000 3,31 0,56 2,73 1,07

5000 ND 2,87 13,38 4,77

1000 1,22 0,75 1,64 0,06

2000 13,47 3,42 6,22 0,94

an+ 2500 31,12 12,72 10,8 1,85
3000 26,91 26,68 15,69 2,53

5000 97,75 75,31 71,56 5,98

En rojo se indican las concentraciones que normalmente se utilizan en los estudios de expresién de los
genes del género Tetrahymena para cada uno de estos cinco metales. En todos los casos se observa que
estas concentraciones son subletales, produciéndose tasas de mortalidad celular muy bajas. *El
tratamiento de T. borealis con Cd** 45 KM causa una elevada mortalidad (65,6%) y, por tanto, se redujo
la concentracién de Cd** a 10 UM para garantizar la subletalidad del tratamiento. ND: no determinado.

En la Fig. 18 se muestran los niveles de induccidn relativa obtenidos para cada uno de los 6
genes analizados por RT-PCR cuantitativa tras el tratamiento con diferentes metales/
metaloides. En general, a excepcion del gen ThorMTT2, los valores de induccién obtenidos tras
1h de tratamiento (respuesta temprana) son mayores a los observados tras 24h de estrés
(respuesta tardia). Las dos CdMTs analizadas, ThorMTT1 y ThorMTT2, se inducen por Cd**
entre otros metales; sin embargo, ambas isoformas presentan muy diferentes patrones de
expresion: ThorMTT1 responde principalmente frente a Cd**, As®" y Pb*" de forma mucho mas
rapida e intensa que TborMTT2. Esta ultima isoforma génica presenta un perfil de expresion
mas homogéneo, sin detectarse tantas diferencias entre los cinco metales ensayados vy
predominando, en la mayoria de los casos, una mayor respuesta tardia (24h). Los otros cuatro
genes analizados por RT-PCR cuantitativa (TborMTT7, TelliMTT6, TamerMTT3 y TmalaMTT5) se
corresponden con CuMTs y se inducen principalmente por cu™.
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En general, los niveles de induccion de los genes CuMTs suelen ser inferiores a los de los
genes CdMTs. Sin embargo, una excepcion la encontramos en el gen ThorMTT7, que se induce
con Cu** (1y 24h) y Zn** (1h) alcanzédndose los valores més elevados (Fig. 18). Los patrones de
induccion de los genes CuMT TelliMTT6 y TmalaMTT5 son bastante similares, ya que
responden preferentemente al Cu* v algo al Cd**, mientras que la respuesta frente al resto de
los metales/metaloides es bastante baja (Fig. 18).

Los niveles de expresion de los 6 nuevos genes MTs aislados de diferentes especies de
Tetrahymena tras el tratamiento con agentes oxidantes como el paraquat (PQ) o la menadiona
(MD) y con un inductor de apoptosis (camptotecina, CAM) se muestran en la Fig. 19. En la
mayoria de los casos, los niveles de induccién observados tras el tratamiento con PQ y CAM no
son estadisticamente significativos e, incluso, casi ninguno de los valores supera el nivel de
dos, a partir del cual la expresidn de un gen se considera positiva. Una excepcion es el caso del
gen ThorMTT7, que se induce significativamente tras el tratamiento de 1h con PQ (= 3,17
veces) y con CAM (= 4,59 veces). Por otro lado, tras el tratamiento de 1h con MD, los niveles
de induccién de ThorMTT1 (= 4,34 veces), TborMTT2 (= 5,27 veces), TborMTT7 (=12,93 veces) y
TmalaMTT5 (= 2,13 veces) son estadisticamente significativos y, por tanto, aunque sus valores
no son muy elevados, parece existir una respuesta de estos cuatro genes ante el estrés
causado por este agente oxidante (Fig. 19). Los tratamientos con MD sélo se realizaron
durante 1h de tratamiento, ya que, como se ha comprobado en T. thermophila, el tratamiento
durante 24h causa una mortalidad del 100% (tesis doctoral de R. Ortega, datos no publicados).

Igualmente, también se analizd la expresion genética de los seis genes MTs seleccionados
frente a otros agentes de estrés abidtico (Fig. 20), como son: el pH del medio (acido o basico),
la temperatura (4° 6 42°C) y la inanicién (Tabla 8). Los cambios en el pH del medio (tanto acido
como basico, durante 3 6 24h) causan una respuesta muy variada entre los genes MTs
analizados. Los niveles de induccidon alcanzados no son, en general, muy elevados,
observandose valores estadisticamente significativos comprendidos dentro de un rango de
entre 2,15 y 17,71 (Fig. 20). Entre los genes CdMTs analizados se distingue el gen ThorMTT2,
gue presenta una respuesta temprana (3h) a pH basico bastante significativa (= 17,71 veces) y
una cierta respuesta tardia (24h) frente a pH 4acido (= 4,4 veces). Entre las CuMTs destaca la
isoforma génica TamerMTT3, que es la que mas se induce después de 3h de tratamiento tanto
a pH 4cido (= 8,53 veces) como a pH basico (= 7,95 veces) (Fig. 20).

El estrés causado por condiciones de baja temperatura (4°C durante 24h) sélo desencadena
la expresion génica de las dos CdMTs analizadas (TborMTT1 y TborMTT2). En este caso los
valores de induccién obtenidos superan ligeramente el limite de 2 fijado a nivel internacional y
son estadisticamente significativos. Sin embargo, las condiciones de alta temperatura (42°C
durante 24h) si inducen la expresién de la mayoria de las isoformas génicas codificantes de
MTs de Tetrahymena analizadas, destacandose los tres genes MTs estudiados en T. borealis
(TborMTT1, TborMTT2 y TborMTT7), que alcanzan valores de induccién de 12, 13 6 16,2 veces
(Fig. 20). Finalmente, en cuanto al estrés causado por condiciones de inanicién, destacan los
valores de induccion del gen ThorMTT1, que responde tanto tras 48h (= 4,72 veces) como tras
4 dias (= 8,59 veces) de inanicién. Para el resto de los genes analizados los valores de induccion
bajo estas condiciones no son estadisticamente significativos o son muy bajos (Fig. 20).
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A.5. Analisis in silico de la estructura tridimensional inferida de las secuencias de MTs
descritas en las diferentes especies de Tetrahymena

Se ha llevado a cabo el analisis in silico de las estructuras tridimensionales (3D) inferidas de
las secuencias aminodcidicas de las 26 CdMTs y las 16 CuMTs conocidas hasta la actualidad
dentro del género Tetrahymena, incluyéndose las nuevas MTs descritas en el presente trabajo.
Igualmente, también se ha analizado la estructura 3D de la CuMT ImMTT2 descrita en el ciliado
I. multifiliis. Para estos andlisis se ha utilizado el programa bioinformatico Phyre2 en su modo
intensivo y todos los resultados obtenidos se recogen en las Figs. 21-23 y en las Tablas A6 y A7
(Anexo I).

En las Tablas A6 y A7 (véase el Anexo 1) se recogen los resultados obtenidos del analisis de
similitud estructural llevado a cabo con el programa informatico Phyre2. Para cada una de las
secuencias analizadas se indican el nimero/porcentaje de aminodcidos que el programa
modela con una elevada confianza (superior al 90%) y aquellas proteinas de otros organismos
(cuya estructura 3D ha sido previamente obtenida de manera experimental) con las que
presentan, en mayor o menor medida, una cierta similitud estructural. Como se aprecia en
dichas tablas, existen algunas MTs que no modelan ninguno de sus aminodcidos con una
elevada confianza (como es el caso de las CAMTs: TpigMT-1, TpyrMT-1, TtheMTT5, TrosMTT1,
ThegMT1, TborMTT1, TamerMTT1, TmalaMTT4 y TpatMTT1l y de las CuMTs: TpigMT-2,
TrosMTT2, TborMTT4, TborMTT8 y TelliMTT8), mientras que otras MTs son modeladas por el
programa con una elevada confianza en el 100% de sus aminoacidos (como se observa en las
CuMTs TamerMTT3, TborMTT3, TborMTT6 y IMMTT2).

Algunas de las MTs de Tetrahymena encuentran una mayor similitud estructural con
proteinas de naturaleza y funciones muy diferentes, tales como proteinas de sefalizacion
(jagged, hedgehog, factor de inhibicién de Wnt), proteinas de adhesién celular (integrinas,
laminina, trombospondina), proteinas estructurales (fibrilina), proteinas de unién (netrina),
factores de coagulacion, hidrolasas/inhibidores de hidrolasas, etc. Por otro lado, algunas de las
MTs de Tetrahymena presentan una mayor similitud con MTs de otros seres vivos
pertenecientes a muy diversos grupos taxondmicos (Figs. 21 y 22, Tablas A6 y A7). Finalmente,
en el caso de las CdMTs TpigMT-1 y ThegMT1, el programa Phyre2 no encontrd ninguna
proteina con la que presentasen cierta similitud estructural (Tabla A6).

Entre las CdMTs, destacamos el caso de TpyrMT-1, TtheMTT5, TrosMTT1, TborMTT1,
TamerMTT1 y TmalaMTT4, que tienen una mayor similitud estructural con la MT-A del
equinoideo Strongylocentrotus purpuratus (el erizo de mar purpura), la MT-1 de Homarus
americanus (la langosta americana) y la MT-I de Callinectes sapidus (el cangrejo azul) (Tabla
A6, Fig. 21). Por otro lado, en el caso de las CuMTs, sélo muestran similitud estructural con
MTs de otros seres vivos las siguientes: TpigMT-2, TrosMTT2, TborMTT4, TborMTT8 y
TelliMTT8 (Tabla A7, Fig. 22). Estas CuMTs, ademas de presentar cierta similitud estructural
con las tres MTs indicadas previamente para las CdMTs, también tienen cierta similitud con la
MT-1 de Triticum aestivum (el trigo) y con distintas MTs de vertebrados: la MT-A de
Notothenia coriiceps (el bacalao antartico), la MT-2 de Rattus rattus (la rata negra), la MT-1 de
Mus musculus (el ratdn casero), la MT-2A de Oryctolagus cuniculus (el conejo comun) y la MT-2
de Homo sapiens (el ser humano) (Tabla A7, Fig. 22).
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En las Figs. 21 y 22 se muestran las estructuras 3D para las mencionadas Cd- y CuMTs de
Tetrahymena que presentan cierta similitud estructural con las MTs de otros organismos.
Todas ellas parecen presentar, en su fase de apometalotioneinas (apoMTs) (proteina sin la
interaccion con el metal), una estructura globular mas o menos compacta formada por un
Unico dominio, disponiéndose generalmente los residuos de Lys (en magenta) hacia el exterior
de la proteina y las Cys (en amarillo) mas hacia el interior de la molécula. El reparto de ambos
residuos a lo largo de la molécula es bastante homogéneo, distribuyéndose de manera mas o
menos uniforme.

TtheMTT5 TrosMTT1

Fig. 21. Estructuras 3D de las CdMTs: TpyrMT-1, TtheMTT5, TrosMTT1, TborMTT1, TamerMTT1 y
TmalaMTT4. Todas ellas presentan cierta similitud estructural con MTs de otros organismos. Cys (C): en
amarillo; Lys (K): en magenta. El resto de aminoacidos se representan en verde.

En el resto de MTs de Tetrahymena analizadas en este trabajo (para las que no se
encuentra similitud estructural con MTs de otros organismos) se observan, ademas de
estructuras globulares formadas por un Unico dominio (como es el caso de las CdMTs:
ThegMT2 y TpatMTT1 y las CuMTs TtheMTT2 y TtropMT2), también otros tipos de estructuras.
Asi, por ejemplo, en algunas de las MTs se aprecian estructuras similares a la clasica estructura
en "yo-yo" tipica de las MTs de vertebrados. Estas estructuras estan formadas por dos
dominios mas o menos globulares que aparecen conectados entre si por una regién mas lineal,
tal y como observamos en las CAMTs: TelliMTT1, ThegMT3, TmalaMTT2, TpyrMT-2, TvorMT1 y
TborMTT2 y en las CuMTs: TborMTT3, TmalaMTT5, TtheMTT4 y TtropMT1 (Fig. 23).
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TpigMT-2 TrosMTT2

Fig. 22. Estructuras 3D de las CuMTs: TpigMT-2, TrosMTT2, TborMTT4 y TborMTTS8. Todas ellas
presentan cierta similitud estructural con MTs de otros organismos. TelliMTT8, que también presenta
cierta similitud estructural con MTs de otros organismos, no pudo ser modelada por el programa Phyre2
Y, por esta razén, no se muestra en este trabajo. Cys (C): en amarillo; Lys (K): en magenta. El resto de
aminodcidos se representan en verde.

Por otro lado, algunas de las MTs presentan estructuras mas lineales, algunas incluso muy
alargadas, tal y como se aprecia en el caso de las apoMTs TmalaMTT3, TpatMTT2, TtheMTT3,
TtroMTT1, IMMTT2, TamerMTT3 y TborMTT7. Finalmente, en otras apoMTs, aunque también
presentan una estructura bastante alargada, podemos distinguir dos dominios diferenciados
(como es el caso de las apoMTs TamerMTT2, TelliMTT2, ThegMT4, TmalaMTT1, TtheMTT1,
TborMTT6, TelliMTT6 y TfarCuMT) o, incluso, hasta tres dominios diferenciados (como
observamos en el caso de la CAMT TmobMT1). Algunos ejemplos de los diferentes tipos de
estructuras que se infieren de las secuencias aminoacidicas de las apoMTs de Tetrahymena se
muestran en la Fig. 23.
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TtropMT2 gy - |TellivTT1

ThegMT3 ! TmalaMTT5

TpatMTT2 w_4c | TborMTTE

TmobMT1

Fig. 23. Ejemplos de estructuras 3D de algunas de las MTs de Tetrahymena analizadas en este trabajo. Se
distinguen diferentes tipos de estructuras: 1) con un Unico dominio globular (TpatMTT1, TtropMT2), 2)
similares a la estructura cldsica de "yo-yo" tipica de las MTs de vertebrados (TelliMTT1, ThegMT3,
TborMTT3 y TmalaMTT5), 3) estructuras mas lineales (ImMMTT2, TpatMTT2) y 4) estructuras alargadas o
lineales en las que se distinguen dos (TborMTT6, TelliMTT2) o tres dominios (TmobMT1). Los dominios
se sefalan con circulos amarillos. Cys (C): en amarillo; Lys (K): en magenta. El resto de aminoacidos se
representan en verde.
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B.- CARACTERIZACION DE LAS CEPAS ADAPTADAS A ELEVADAS
CONCENTRACIONES DE METAL Y CEPAS KNOCKOUT Y/O KNOCKDOWN EN
GENES MT

B.1. Parametros ecotoxicoldgicos, cinéticas de crecimiento y caracterizacion morfoldgica
de las cepas adaptadas a metales

Las tres cepas adaptadas a elevadas concentraciones de metal (cd*, cu** o Pb*),
denominadas como Cd-ADAP, Cu-ADAP y Pb-ADAP respectivamente, se obtuvieron tras un
proceso de adaptacion que duré mas de dos aios, tal y como se detalla en el apartado 2 de
Material y métodos. Las maximas concentraciones toleradas (MCT) que alcanzaron estas cepas
creciendo en el medio PP210 son: 115 uM Cd* (= 2,5 veces la Clsg, de la cepa control SB1969
en el medio PP210), 4mM Cu** (= 12,7 veces la Cls, de la cepa control SB1969 en el medio
PP210) y 5,5 mM Pb** (= 5,7 veces la CLs, de la cepa control SB1969 en el medio PP210) (Tabla
22).

Mediante el andlisis por citometria de flujo también se calcularon los valores de Cls, de
estas cepas adaptadas a metales mantenidas en el tampdn TrisHCI 0,01M pH 6,8 (Tabla 22). En
estas condiciones, los valores de CLsy de las cepas Cd-ADAP y Pb-ADAP son muy superiores a
los de la cepa control SB1969, aproximadamente el doble en el caso de la cepa Cd-ADAP y
hasta unas 8 veces superior en el caso de la cepa Pb-ADAP. Sin embargo, en el caso de la cepa
Cu-ADAP ocurre algo muy peculiar: su CLsg es unas 3,5 veces menor que la ClLsy de la cepa
control (Tabla 22). Al realizar el experimento se observé que, al eliminar o reducir el metal del
medio, aumentaba enormemente la mortalidad celular de las células Cu-ADAP, cuyo
metabolismo parece estar ya muy condicionado a la presencia constante de elevadas
concentraciones de Cu®*,

. s s . . 2 2
Tabla 22. Comparacion de los valores de CLso y maximas concentraciones toleradas para Cd*’, Cu” o

Pb”* en el medio PP210 y en el tampdn TrisHCI 0,01M (pH 6,8) entre la cepa control SB1969 y las cepas
adaptadas a estos metales

CLs, de la cepa control SB1969 en el Maxima concentracion tolerada por las
Metal . .
medio PP210 (nM) cepas adaptadas en el medio PP210 (uM)
cd* 44,5 115
cu® 315 4.000
Pb> 965 5.500
Metal CLs, de la cepa control SB1969 en el CLs, de las cepas adaptadas en el
tampon TrisHCI 0,01M pH 6,8 (uM) tampon TrisHCI 0,01M pH 6,8 (LM)
cd* = 4,6 =9,7
cu® =100 = 28,5
Pb> =110 ~ 800
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B.1.1. Analisis de las cinéticas de crecimiento de las cepas adaptadas a metales

Los pardmetros de crecimiento y las curvas obtenidas se recogen en la Tabla 23 y en las
Figs. 24, 25 y 26. Inicialmente se compararon las cinéticas de crecimiento de la cepa control
SB1969 (en ausencia de metal) con las cinéticas de las tres cepas adaptadas a metales en
presencia de 115 uM de Cd** para la cepa Cd-ADAP, 4 mM de Cu®* para la cepa Cu-ADAP y 5,5
mM de Pb* para la cepa Pb-ADAP (Tabla 23, Fig. 24). Se observa que las cepas Cd-ADAP y Cu-
ADAP presentan una tasa especifica de crecimiento (i) un 44% menor que la de la cepa control
y, por tanto, su tiempo de generacion (Tg) es muy superior, mas del doble que el de la cepa
control SB1969 (Tabla 23). De esta forma, parece que la adaptacion a elevadas
concentraciones de Cd** o Cu** implica un crecimiento celular mas lento. Por el contrario, la
cepa Pb-ADAP presenta una iy un Tg similares al control (Tabla 23), lo que se infiere en que la
adaptacion a Pb®* no implica un retardo significativo en el crecimiento celular.

Tabla 23. Parametros obtenidos tras el estudio de las cinéticas de crecimiento de la cepa control SB1969
y de las tres cepas adaptadas a elevadas concentraciones de metal

1- PARAMETROS DE CRECIMIENTO EN CONDICIONES NORMALES
Cepa (tratamiento) u(h) Tg (h) R’
Cepa control SB1969* 0,0916 7,57 0,9338
Cd-ADAP (115 puM cd*) 0,0404 17,16 | 0,9334
Cu-ADAP (4 mM Cu®) 0,0421 16,46 | 0,9485
Pb-ADAP (5,5 mM Pb*’) 0,0793 8,74 0,9649
2- ESTUDIO DE RESISTENCIAS CRUZADAS A METALES
Cepa (tratamiento) u(h™) Tg (h) R’
Cd-ADAP (4mM Cu®) 0,0348 19,92 | 0,9502
Cd-ADAP (5,5 mM Pb*") 0,0283 24,49 | 0,9094
Cu-ADAP (5,5 mM Pb*") 0,0231 30,01 | 0,9042
Cu-ADAP (115 pM Cd*") 0,0169 41,01 | 0,9254
Pb-ADAP (115 pM Cd**) NC NC NC
Pb-ADAP (4 mM Cu®’) 0,0904 7,67 0,8954
3- ESTUDIO DE MEZCLAS METALICAS
Cepa (tratamiento) u(h™ Tg (h) R’
Cd-ADAP (115 puM Cd** + 2 mM Cu®) 0,0333 20,82 | 0,9494
Cd-ADAP (115 pM Cd** + 2,75 mM Pb™) | 0,0312 22,22 | o,8847
Cu-ADAP (4mM Cu’**+ 57,5 uM Cd*) NC NC NC
Cu-ADAP (4mM Cu®* + 2,75 mM Pb*) 0,0374 18,53 | 0,9041
Pb-ADAP (5,5 mM Pb>* + 57,5 uM cd™) | 0,0294 23,58 0,856
Pb-ADAP (5,5 mM Pb** + 2 mM Cu®) NC NC NC

Se realizaron tres ensayos diferentes: 1- Comparacion de los pardmetros de crecimiento de la cepa
control SB1969 en ausencia de metal (*) con los de las tres cepas adaptadas a metales, creciendo en
presencia de las maximas concentraciones toleradas (MCT) de cada metal; 2- Analisis de resistencias
cruzadas en las cepas adaptadas, crecidas en presencia de las MCT de los otros dos metales diferente al
que fueron adaptadas; 3- Analisis de mezclas metalicas en las cepas adaptadas. W: tasa especifica o
neperiana de crecimiento; Tg: tiempo de generacion; R’: coeficiente de correlacién. NC: no crecimiento:
bajo determinados tratamientos, algunas de las cepas adaptadas no fueron capaces de crecer.
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En segundo lugar se llevd a cabo un ensayo de resistencias cruzadas entre los tres metales,
en el que se expuso a cada una de las cepas adaptadas a las MCT de los otros dos metales a los
que no fueron previamente adaptadas (Fig. 25). Los resultados muestran que las cepas Cd-
ADAP (Fig. 25A) y Cu-ADAP (Fig. 25B) son capaces de crecer al exponerlas a otro metal
diferente al que estan adaptadas, aunque lo hacen de manera mas lenta que la cepa control y
gue las mismas cepas adaptadas en presencia del metal al que se encuentran adaptadas. Por
ejemplo, la cepa Cd-ADAP al exponerla a Cu** 6 Pb* presenta una p inferior a la que tiene
cuando esta en presencia de Cd** (metal al que fue adaptada) y muy inferior respecto a la p de
la cepa control. Los tiempos de generacion de la cepa Cd-ADAP en presencia de Cu®* o Pb* son
muy superiores comparados con el Tg de la cepa control, del orden de =2,6 veces y =3,2 veces
superiores, respectivamente (Tabla 23, Fig. 25A). Algo similar ocurre en el caso de la cepa Cu-
ADAP, que al exponerla a Cd** 6 Pb** presenta una p inferior a aquella que tiene en presencia
de Cu® (metal al que fue adaptada). Los Tg también son muy superiores respecto a los de la
cepa control, del orden de = 4-5 veces superiores (Tabla 23, Fig. 25B). Finalmente, la cepa Pb-
ADAP no es capaz de resistir la maxima concentracidon tolerable de cadmio a la que se expone
habitualmente la cepa Cd-ADAP pero, tras la exposicién a Cu®*, la cepa Pb-ADAP presenta una
Ky un Tg similares a los de la cepa control y a los de esta misma cepa en presencia de Pb**
(Tabla 23, Fig. 25C).

CINETICAS DE CRECIMIENTO EN CONDICIONES NORMALES

12,00 t

12,00

11,00

+ Cepa control SB1969

10,00 A Cd-ADAP (115 uM Cd)

+ Cu-ADAP (4mM Cu)
9,00

Ln N2 células/ml

© Pb-ADAP (5,5mM Pb)

0 50 100 150 200 250
Tiempo (horas)

Fig 24. Comparacion de las curvas de crecimiento de la cepa control SB1969 (en ausencia de metal) y de

. . s, . 2 2
las tres cepas adaptadas creciendo en presencia de las maximas concentraciones toleradas de Cd**, Cu™

y Pb”* respectivamente.

En el Ultimo ensayo de crecimiento realizado con las cepas adaptadas a metales, éstas se
expusieron a la mezcla de dos metales (doble exposicion): aquel al que se encuentran
adaptadas (a la concentracion maxima) y a un segundo metal (a la mitad de la concentracion
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maxima). La cepa Cd-ADAP es la que mejor resiste la presencia de una mezcla de metales

aunque los valores de las u son ligeramente inferiores a los obtenidos en presencia sélo de

Cd*". Los tiempos de generacidn son muy superiores (= 3 veces) a los de la cepa control SB1969

(Tabla 23, Fig. 26A). La cepa Cu-ADAP no es capaz de crecer en presencia de la mezcla Cu®* +

Cd** pero si al exponerla a la mezcla Cu*" + Pb*. En esta Ultima situaciéon su velocidad de

crecimiento es menor que en presencia de Cu* exclusivamente y su Tg es bastante superior al

de la cepa control (= 2,5 veces) (Tabla 23, Fig. 26B). Por ultimo, en el caso de la cepa Pb-ADAP,

ésta no resiste el doble tratamiento Pb*'+ Cu®". Sin embargo, al exponerla a la mezcla Pb*'+

Cd*, si que es capaz de crecer aunque su Tg es = 3 veces mayor que el de la cepa control

(Tabla 23, Fig. 26C).
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Fig 25. Comparacién de las curvas de crecimiento de la cepa control y las cepas adaptadas a un

determinado metal tras exponerlas tanto al metal al que fueron adaptadas como a otro metal al que no

estan adaptadas (en todo caso a las correspondientes concentraciones maximas toleradas). Se trata de
un estudio de resistencias cruzadas realizado en las cepas Cd-ADAP (A), Cu-ADAP (B) y Pb-ADAP (C).

111




Resultados

Ln N2 células /ml

ESTUDIO DE MEZCLAS METALICAS EN LA CEPA Cd-ADAP A

bagngracio
LR

B TY
54 Tk
/” by //¢
e KL ¢ Cd-ADAP (115 1M Cd + 2 mM Cu)
¢
4 ;) o+
oA Cd-ADAP (115 UM Cd +2,75 mM Pb)
/
¥ " +Cd-ADAP (4 mM Cu)
+,’¢
b Cd-ADAP (5,5 mM Pb)
50 100 150 200 250
Tiempo (h)

1

1

10

Ln N2 células/ml

ESTUDIO DE MEZCLAS METALICAS EN LA CEPA Cu-ADAP B
gl
oot
[
/P
@
L ‘z/" %
{4: ’ o Cu-ADAP (4mM Cu +57,5 1M Cd)
/: 3 .
. f B Cu-ADAP (4 mM Cu+ 2,75 mM Pb)

Cu-ADAP{115 M Cd)

Cu-ADAP(5,5mM Cu)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Tiempo (h)

[y
=

—
w

-
~

ESTUDIO DE MEZCLAS METALICAS EN LA CEPA Pb-ADAP | C

- - -

%
| SR
= A ’
Ell @ ,/f
") £ _’ + -+
2 *Tz’g_"“?"* v
Cs
] 'z &
o o F $¢
2 9 A A ﬂx
c
-

4 Pb-ADAP (5,5 mM Pb + 57,5 uM Cd)
A Pb-ADAP (5,5 mM Pb +2 mM Cu)

7 +Pb-ADAP (115 uM Cd)

Ph-ADAP (4 mM Cu)

0 50 100 150 200
Tiempo (h)

Fig 26. Comparacion de las curvas de crecimiento de las cepas adaptadas a un determinado metal tras

exponerlas tanto a una mezcla de dos metales (estudio de mezclas metalicas) como a los tratamientos
cruzados (estudio de resistencias cruzadas). Resultados obtenidos para las cepas Cd-ADAP (A), Cu-ADAP
(B) y Pb-ADAP (C).

B.1.2. Analisis morfolégico-estructural de las cepas adaptadas a metales

La caracterizacién morfoldgica se llevé a cabo mediante diferentes analisis realizados por
microscopia éptica, microscopia electréonica de transmision (MET) (Figs. 27-38) y microscopia
de fluorescencia confocal (Figs. 39-41) empleando diferentes fluorocromos (DAPI y Leadmium
Green). En estos ensayos se compararon las cepas adaptadas a metales con la cepa control

112



Resultados

SB1969. También se llevd a cabo un ensayo por MET en el que las cepas adaptadas se
mantuvieron durante un mes en ausencia de metal (adap -1 mes) y posteriormente se
volvieron a exponer a las MCTs para cada metal durante 24h (adap -1 mes + MCT 24h).

v" Andlisis mediante microscopia electrénica de transmision (MET)

La observacion tanto de los cortes semifinos (mediante microscopia dptica) como de los
cortes ultrafinos (por MET) nos permitid diferenciar algunas caracteristicas estructurales en las
cepas adaptadas a metales con respecto a la cepa control SB1969.

En la Fig. 27 se muestran algunas imdagenes obtenidas de una poblacién de células control
(cepa SB1969). Como se aprecia en las Figs. 27A y B, las células presentan su tipico aspecto
piriforme, con un sistema nuclear compuesto por el macronucleo (Ma) y el micronucleo (Mi).
El Ma estd formado por una cromatina constituida por numerosos y pequefios cuerpos
cromatinicos y se observan numerosos nucleolos dispuestos en la periferia, préximos a la
membrana nuclear (Figs. 27C y D). El citoplasma es rico en ribosomas y las mitocondrias, que
son muy numerosas, se localizan principalmente en la periferia celular, bajo la pelicula del
ciliado (Figs. 27E, F y G). Se pueden distinguir crestas mitocondriales tanto tubulares como
laminares (Figs. 27E y F). Adosados en la pelicula existen los cuerpos de extrusion
denominados mucocistos (Fig. 27E). En la parte posterior celular suelen aparecer numerosas
vacuolas alimenticias que muestran un contenido membranoso y granuloso (Figs. 27B y G). El
reticulo endoplasmatico rugoso (REr) se localiza tanto en el citoplasma (Fig. 27H) como
rodeando a las mitocondrias (Figs. 27E y F).

Las células Cd-ADAP presentan una forma similar a la de la cepa control SB1969 (Fig. 28aA).
Igualmente, su sistema nuclear estd compuesto por un microntcleo parecido al de la cepa
control pero el macronucleo estd formado por una cromatina menos condensada y se
distinguen menos regiones nucleolares (Figs. 28aB). Sus mitocondrias también aparecen
rodeadas de REr (Fig. 28aC) tal y como observdbamos en la cepa control. Particularmente, en
las células Cd-ADAP aparecen numerosas vesiculas electro-lucidas con un contenido
ligeramente electro-denso y cuyo aspecto nos recuerda a un "huevo frito". Esta vesiculas se
distribuyen homogéneamente en el citoplasma (Figs. 28aD y E). En las células Cd-ADAP
también se detecta una intensa actividad autofagica y abundan los autofagolisosomas (Fig.
28aE y H). En la imagen | de la Fig. 28b se muestran dos tipos de organulos que representan al
menos dos fases del proceso autofagico (los autofagolisosomas y los autofagosomas) y que
aparecen junto con los lisosomas (organulos pequefios muy electro-densos) en el mismo
recinto citoplasmatico. En el interior de las vacuolas se detectan depdsitos irregulares de
material electro-denso (Figs. 28aF y G). Otra caracteristica de esta cepa Cd-ADAP es la
presencia de un gran nimero de mucocistos en comparacion con la cepa control, en donde
son menos humerosos. Ademas, el contenido de estos mucocistos es, en muchos de ellos, muy
electro-denso (Figs. 28bJ, K y M) en comparacién con el de los mucocistos observados en la
cepa control (Fig. 27E).
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Fig. 27. Micrografias obtenidas por microscopia dptica (cortes semifinos) y microscopia electrénica de

transmision (MET) de la cepa control SB1969 de T. thermophila. (A): Corte semifino de la muestra celular
(Ma: macrontcleo, Mi: microntcleo). (B): Corte longitudinal de células completas (Vac: vacuola). (C):
Aspecto de la cromatina macronuclear y nucleolos (Mit: mitocondria). (D): Macronucleo (las flechas
indican los nucleolos). (E): Aspecto del citoplasma (Mu: mucocisto, Ci: cilio, Mit: mitocondria rodeada de
reticulo endoplasmatico rugoso). (F): Mitocondrias. (G): Parte posterior de la célula con vacuolas
digestivas. (H): Reticulo endoplasmatico rugoso (REr).
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Fig. 28a. Micrografias de la cepa adaptada al cadmio (Cd-ADAP). (A): Imagen al microscopio éptico de un
corte semifino. (B): Sistema nuclear (Ma: macronucleo, Mi: micronucleo). (C): Mitocondrias (indicadas
por las flechas) rodeadas de REr. (D): Numerosas vesiculas electro-ltcidas (sefialadas con flechas). (E):
Seccidon aumentada de la imagen D en la que se muestran las vesiculas electro-ltcidas (flechas) y un
autofagolisosoma (Aut). (F): Depdsitos electro-densos en el interior de una vacuola. (G): Region
aumentada de la imagen F. (H): Corte transversal de una célula con numerosos autofagolisosomas
(flechas).
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Fig. 28b. Micrografias de la cepa Cd-ADAP. (1): Autofagosoma, lisosomas y autofagolisosomas (sefialados
con flechas). (J): Mucocistos electro-densos (Mu) (sefialados con flechas). (K): Numerosos mucocistos
(indicados dentro de los évalos rojos) en corte longitudinal y transversal. (M): Corte transversal de una
hilera de mucocistos (Mu); se distingue la membrana mucocistica en muchos de ellos (sefialada con
flechas).

Las células Cu-ADAP se caracterizan por presentar la tipica morfologia piriforme de
Tetrahymena thermophila pero su contorno celular aparece mas irregular o festoneado (Figs.
29Ay B). Su macronucleo y micronucleo presentan un aspecto similar al de la cepa control (Fig.
29D). En su citoplasma se distinguen numerosas vacuolas con un contenido irregular (Fig. 29E).
A nivel ultraestructural, lo mas destacado en esta cepa Cu-ADAP es el cambio en la morfologia
mitocondrial. Las mitocondrias son mas alargadas y aparecen mas condensadas en la periferia
celular (Figs. 29C, E y F). Sin embargo, su estructura interna es similar a la de las mitocondrias
de la cepa control (Figs. 29G y H). El aspecto de los mucocistos es también similar al de la cepa
control (Fig. 29H).
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Fig. 29. Micrografias de la cepa Cu-ADAP. (A): Imagen de varias células obtenida de un corte semifino.
(B): Corte longitudinal de una célula completa. (C): Corte longitudinal de una célula completa en el que
se distinguen numerosas mitocondrias condensadas en la periferia (indicado con una flecha). (D):
Sistema nuclear (Ma: macronucleo, Mi: micronucleo). (E): Numerosas vacuolas (indicadas con flechas) y
mitocondrias condensadas en la periferia celular (sefialadas con un rectangulo rojo). (F): Mitocondrias
condensadas en la periferia celular (indicadas con dvalos rojos). (G): Mitocondrias. (H): Mitocondrias y
mucocisto (Mu) (sefialado con una flecha).
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Las células Pb-ADAP tienen un sistema nuclear muy similar al que presenta la cepa control
(Fig. 30aD). Sin embargo, su morfologia celular es algo diferente pues observamos células mas
redondeadas o hinchadas que han perdido en muchos casos la tipica forma piriforme (Fig.
30aA). Igualmente, ya en los cortes semifinos se distingue la presencia de grandes y
numerosos acimulos electro-densos presentes tanto dentro como fuera de las células (Fig.
30aA). A nivel ultraestructural, estos acimulos se distinguen perfectamente como inclusiones
ovaladas de contenido granuloso muy electro-denso (Figs. 30aB, C y D). Su numero a veces es
muy abundante, llegando a cuantificarse hasta mas de 10 acumulos por célula (Fig. 30aD).
Estos acumulos o inclusiones electro-densas parecen formarse dentro de vacuolas (Fig. 30bl),
en las que se va concentrando el contenido granuloso hasta llenarse. En algunas imagenes
(Figs. 30bE y J) se observa un halo claro alrededor del acimulo, pudiendo apreciarse una fina
membrana que lo envuelve o rodea. Estos acimulos son expulsados o excretados al exterior
celular y por esta razén aparecen igualmente fuera del citoplasma (Figs. 30aD, 30bF y H). A
veces la expulsién puede tener lugar a través de la zona oral del ciliado (Fig. 30bG). A mayores
aumentos (Fig. 30bJ) se aprecia que el contenido electro-denso de los acumulos tiene un

aspecto granuloso formado por un conglomerado irregular de particulas.

é N A B ciae il A’Ll I . .... ] '_-'.
Fig. 30a. Micrografias de la cepa Pb-ADAP. (A): Imagen de varias células obtenida de un corte semifino.

Se distinguen acumulos electro-densos ovalados tanto dentro como fuera de las células (algunos
aparecen sefialados con flechas). (B): Corte transversal de una célula con inclusiones ovaladas
granulosas electro-densas (flechas). (C): Inclusiones granulosas electro-densas (flechas). (D): Inclusiones
electro-densas dentro de vacuolas y fuera del citoplasma (flechas).
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Fig.30b. Micrografias de la cepa Pb-ADAP. (E): Imagen aumentada de las inclusiones electro-densas. (F):
Contenido electrodenso granuloso fuera de la célula (flecha). (G): Contenido granuloso electro-denso

dentro de la cavidad bucal celular (flecha). (H): Inclusiones electro-densas dentro y fuera de la célula
(flechas). (1): Material electro-denso granuloso dentro de una vacuola (flecha). (J): Detalle ampliado del
material granuloso-particulado electro-denso.

Con la finalidad de conocer si estas alteraciones estructurales eran reversibles, las cepas
adaptadas a metales (mantenidas siempre en constante exposiciéon al mismo) se mantuvieron
durante un mes (- 1 mes) sin la presencia del metal correspondiente y, posteriormente, se
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analizaron por microscopia electrénica. Igualmente, tras este mes sin el metal, estas
poblaciones celulares se volvieron a exponer a la MCT de su correspondiente metal durante
24h (+metal MCT 24h) y también se analizaron por microscopia electrénica.

La cepa Cd-ADAP (- 1 mes) ya no mostraba un elevado niumero de mucocistos electro-
densos ni las vesiculas con aspecto de "huevo frito" que se detectaban en la cepa Cd-ADAP
bajo constante exposicidn al metal (Fig. 31). La cromatina macronuclear también presentaba
un aspecto similar al de la cepa control aunque a nivel nucleolar se aprecia un cambio en su
estructura habitual (Fig. 31B). Estos nucleolos muestran una estructura mas filamentosa o
alargada (Fig. 30B) en lugar de la tipica arrifonada u ovoide que presentan tanto la cepa
control (Fig. 27D) como la Cd-ADAP (Fig. 28aB). Otro cambio estructural a destacar es la
abundancia de vesiculas con un bajo nivel de electro-densidad que se excretan al exterior
celular y cuyo contenido es mas uniforme (Figs. 31Cy D).

Fig. 31. Micrografias de la cepa Cd-ADAP mantenida durante un mes en ausencia del metal (Cd2+). (A):

Corte longitudinal de una célula (Ma: macrondcleo). (B): Imagen amplificada de la regién nuclear. Se
aprecian fendmenos de fusidén nucleolar (sefialados dentro de los dvalos rojos). (C): Vesiculas excretadas
(indicadas con flechas). (D): Vesiculas excretadas (sefialadas con flechas).
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En la Fig. 32, se muestran imagenes de la cepa Cd-ADAP (-1 mes) + Cd MCT 24h. Como se
aprecia en las Figs. 32B y C aparecen numerosas vesiculas electro-lticidas en los citoplasmas

celulares que nos recuerdan a las vesiculas con aspecto de "huevo frito" tipicas de las células
Cd-ADAP, aunque carecen del contenido mas electro-denso en su interior.

&

Fig. 32. Micrografias de la cepa Cd-ADAP (-1 mes) + CAMCT24h. (A): Corte longitudinal celular, con
numerosas vesiculas (indicadas dentro del 6valo rojo). (B): Imagen ampliada de la region anterior
celular; se distinguen numerosas vesiculas (sefialadas con flechas). (C): Vesiculas (indicadas con flechas).

En la cepa Cu-ADAP (-1 mes) ya no aparecen los conglomerados mitocondriales periféricos
previamente observados (Figs. 29C, E y F) sino que las mitocondrias, al igual que en la cepa
control, se distribuyen mas separadas unas de otras, tienen una morfologia menos alargaday,
aunque son mas abundantes en la periferia celular, también se encuentran en el interior
citoplasmatico (Figs. 33B, C y D). También se observan vacuolas con un contenido granuloso
electro-denso (Figs. 33B, C y D) junto con algunas vesiculas (Fig. 33D) que nos recuerdan a las
observadas en la cepa Cd-ADAP (-1 mes) + CdAMCT24h (Fig. 32C). Cuando se somete de nuevo
a esta cepa a la MCT del cobre durante 24h vuelven a aparecer los conglomerados
mitocondriales periféricos y las mitocondrias alargadas (Fig. 34A, B y C) caracteristicas de la
adaptacion al cobre.
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Fig. 33. Micrografias de la cepa Cu-ADAP (-1 mes). (A): Corte transversal de una célula (Ma:
macronucleo). (B): Vacuolas (sefialadas con flechas). (C): Imagen ampliada de las vacuolas con contenido
granular electro-denso (indicada con una flecha) (Ma: macrontcleo). (D): Vacuola con contenido

granular electro-denso.

Fig. 34. Micrografias de la cepa Cu-ADAP (- 1 mes) + Cu MCT 24h. (A): Corte transversal de una célula.
(B): Regién aumentada de la imagen (A) (indicada con un rectangulo blanco). Mitocondrias (sefaladas
con flechas). (C): Mitocondrias (flechas).
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Cuando se mantiene durante un mes a la cepa Pb-ADAP sin la presencia de plomo en el
medio [cepa Pb-ADAP (-1 mes)], se aprecia una disminucién en el nimero de acumulos
electro-densos asi como un menor contenido en granulos electro-densos (Fig. 35). Ademas,
como se observa en la Fig. 35B, en esta cepa los granulos estan mas dispersos dentro de la
vacuola. Tampoco se observan estos acimulos en el exterior celular, algo comun en las células
expuestas constantemente al metal. Finalmente, al exponer de nuevo a estas células al metal
(MCT de Pb**) durante 24h, se observa que se vuelven a formar los acimulos electro-densos
tipicos de las células Pb-ADAP, cuyo contenido se expulsa al exterior celular (Figs. 36A, By C).
Tanto en la cepa Pb-ADAP (-1 mes) como en la Pb-ADAP (-1 mes) + Pb MCT 24h se observan
vesiculas electro-licidas excretando su contenido (Fig. 36C). Estas presentan un aspecto muy
similares a las descritas en las cepas Cd-ADAP (-1 mes) + Cd MCT 24h (Figs. 32B y C) y Cu-ADAP
(-1 mes) (Fig. 33D).

Fig. 35. Micrografias de la cepa Pb-ADAP (-1 mes). (A): Corte transversal de una célula. Vacuolas con

acumulos electro-densos (sefialados con flechas). (B): Ampliaciéon de una parte de la imagen (A). (C):
Vacuolas con algunos acimulos electro-densos (sefialados con flechas).
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densos dentro y fuera de la célula (indicados con flechas). (B): Acimulos electro-densos (flechas). (C):
Ampliacion de una regiéon de la imagen (B) (indicada dentro del cuadrado). Extrusion de una vesicula

electro-lucida y de material granular electro-denso (flechas).

v' Microandlisis de los granulos electro-densos detectados en la cepa Pb-ADAP

La composicién quimica de los granulos electro-densos detectados en la cepa Pb-ADAP se
dilucidé mediante microanalisis acoplado al microscopio electrénico (TEM-EDXMA). Algunos
de los espectros obtenidos se muestran en la Fig. 37A junto con micrografias electrdnicas de
los granulos de la muestra medida (Figs. 37B y Fig. 38). En los espectros se observa que,
ademas del elevado contenido en carbono, oxigeno, fosforo o cloro (tipicos de toda muestra
bioldgica y que se corresponden con los picos localizados principalmente a la izquierda del
espectro) y cobre (detectado debido a la naturaleza metalica de la propia rejilla sobre la que se
montan los cortes ultrafinos), se muestran en cada espectro entre 6 y 8 picos que se
identifican con el plomo (Fig. 37A). Ademas, en todos los espectros obtenidos se observa un
patrdn muy similar para estos picos de plomo: destaca un pico bastante elevado y
predominante con valor de 2,5 keV y otros picos menores con valores de 9, 10.5, 13 y 15 keV
(Fig. 37A). Los agregados electro-densos presentan un diametro de entre 100y 200 nmy, a su
vez, se componen de pequefios granos de tamafio muy inferior (= 10-15 nanémetros) (Fig. 38).
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Fig. 37. Resultados del microandlisis de los granulos electro-densos caracteristicos de la cepa Pb-ADAP.
(A): Se muestran los espectros de dos pruebas diferentes del microanalisis (las flechas indican los picos
del Pb). (B): Micrografias obtenidas con el microscopio electronico de las regiones (granulos electro-
densos dentro de los circulos rojos) utilizadas en el microanalisis. La barra equivale a 100 6 200 nm.

THTC, AP R RT

Fig. 38. Microgra

) . il e ol

fia ampliada de una muestra de los granulos electro-densos

utilizados en el

microanalisis. Las flechas indican las nano-particulas de las que se componen estos agregados. Barra:

100 nm.
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v Anélisis mediante microscopia de fluorescencia confocal

Se han utilizando dos fluorocromos: DAPI y Leadmium Green, que nos han permitido
analizar el sistema nuclear y los posibles depésitos o acimulos de Pb** o Cd** presentes en las
células adaptadas a metal.

En general, la tincidn con DAPI nos revela que las cepas adaptadas a metales parecen
presentar un macronuicleo de mayor tamafio. En estas cepas se observan macronucleos con
una cromatina menos compactada o mas difusa (Figs. 39B, C y D) si los comparamos con el de
la cepa control (Fig. 39A).

(A) Cepa control SB1969 B) Cepa Cd-ADAP

Fig. 39. Micrografias obtenidas mediante microscopia confocal de fluorescencia tras la tincién con el
fluorocromo DAPI en las distintas cepas de T. thermophila: (A): cepa control SB1969, (B): cepa Cd-ADAP,
(C): cepa Cu-ADAP y (D): cepa Pb-ADAP. Para cada cepa se muestra la misma imagen en campo claro y
fluorescencia. Todas las imagenes tienen un aumento de 600x. Las flechas blancas indican la posicion del
micronucleo.
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Los resultados obtenidos con el fluorocromo Leadmium Green, que pone de manifiesto los
depdsitos de Pb** o Cd*, se muestran en las Figs. 40 y 41, respectivamente. En la cepa Pb-
ADAP, tanto en campo claro (Figs. 40A y D) como por fluorescencia (Figs. 40B, C, E y F) se
observan unos cuerpos ovoides refringentes (campo claro) o con fluorescencia verde muy
definidos y localizados predominantemente en la region posterior celular, aunque también se
detectan en otras regiones del citoplasma (Fig. 40). Igualmente, en la cepa Cd-ADAP (Fig. 41)
también se observan unas inclusiones con fluorescencia verde (Figs. 41B y E) mucho mas
difusas e irregulares (algunas esféricas), localizadas principalmente en la regién posterior
celular. A diferencia de la cepa Pb-ADAP, en la cepa Cd-ADAP también se detecta cierta
fluorescencia verde en la periferia de la célula (pelicula del ciliado) (Fig. 41C).

Fig. 40. Micrografias obtenidas mediante microscopia confocal de fluorescencia de células Pb-ADAP tras

la tincidn con el fluorocromo Leadmium Green. Las flechas indican los depdsitos de plomo marcados con
el fluorocromo y por tanto con fluorescencia verde. (A y D): Imagenes en campo claro (600x). (B y E):
Imagenes con fluorescencia (600x). (Cy F): Regiones ampliadas de las imagenes B y E, respectivamente.
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Fig. 41. Micrografias obtenidas mediante microscopia confocal de fluorescencia de células Cd-ADAP tras

la tincidn con el fluorocromo Leadmium Green. (A y D): Imagenes en campo claro (1.000x). (B y E):
Potenciales depdsitos de cadmio (sefialados con flechas) con fluorescencia verde (1.000x). (C):
Ampliacién de la imagen B; la flecha superior indica cierto nivel de fluorescencia en la periferia celular
(1.000x).

B.2. Parametros ecotoxicoldgicos y cinéticas de crecimiento de las cepas knockout (KO)
y/0 knockdown (KD) para los genes MTT1 y/o MTT5

Mediante citometria de flujo se calcularon los valores de Cls, de las cepas KO y/o KD para
los metales Cd**, Cu®* o Pb** en el tampdn TrisHCI 0,01M pH 6,8 (Tabla 24). La Fig. 42 muestra
las cinéticas de mortalidad bajo concentraciones crecientes del correspondiente metal para las
diferentes cepas analizadas. En el tratamiento con Cd** (Fig. 42A), las tres cepas KO y/o KD
muestran unos valores de CLs, muy inferiores a los obtenidos para la cepa control (Tabla 24),
mostrando asi una mayor sensibilidad a la presencia de este metal. Principalmente, destaca la
cepa MTT1KO con un valor de CLs, igual a la mitad que el obtenido en la cepa control (Tabla
24). Tras el tratamiento con Cu®*, las cepas MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD muestran valores de
CLsp semejantes a los calculados en la cepa control (Tabla 24), mientras que la cepa MTT1KO
tiene un valor de CLs, igual a la mitad del valor calculado en la cepa control, como también
ocurria para el Cd*. La cepa Cu-ADAP, a pesar de su aparente adaptacidon a este metal,
presenta una CLsq muy inferior a los valores obtenidos en las cepas control, MTT1KO, MTT5KD
y MTT1KO+MTT5KD (Tabla 24). Finalmente, en el caso del plomo, las cepas KO y/o KD
muestran valores de CLsq muy similares a los calculados para la cepa control, a excepcion de la
cepa MTT1KO+MTT5KD que tiene un valor CLsy ligeramente inferior (Tabla 24).
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Fig. 42. Cinéticas de mortalidad celular obtenidas en diferentes cepas de T. thermophila tras el

tratamiento de 24h con concentraciones crecientes de (A): Cd**, (B): Cu** o (C): Pb™".

Tabla 24. Comparacion de los valores de ClLsy para Cd2+, Cu

cepas adaptadas vy las cepas knockout y/o knockdown.

2+

o Pb* entre la cepa control CU428, las

Cepa CLso (Cd™) CLs, (Cu™) CLso (Pb™)
cuazs = 4,6 pM ~ 100 uM ~ 110 uM
MTT1KO ~2,7 UM =57 uM =90 uM
MTT5KD ~3,25 uM ~ 100 pM ~ 110 pM
MTT1KO+MTT5KD ~3,5 UM ~ 90 uM = 85 uM
Cd-ADAP ~9,7 uM - -
Cu-ADAP - ~28,5 uM -
Pb-ADAP - - ~ 800 pM

Todos los tratamientos se realizaron en el medio TrisHCI 0,01M pH 6,8. (-): valores no calculados.
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B.2.1. Analisis de las cinéticas de crecimiento de las cepas knockout y/o knockdown

Las cinéticas de crecimiento de las cepas control CU428, MTT1KO, MTT5KD vy
MTT1KO+MTT5KD, tanto en ausencia como en presencia de cada uno de los tres metales, se
muestran en la Fig. 43. Los pardmetros de crecimiento inferidos de ellas se recogen en la Tabla
25.

Ln N2 células/ ml

Situacion control (ausencia de metal) A 6 Exposicion a Cd?* (5 um) B

w

 Cepa control CU428
# Cepa control CU428

= MTT1KO
= MTT1KO

* MTTSKD

Ln Ne células/ ml

* MTTSKD

4 MTT1KO+MTTSKD
4 MTT1KO+MTTSKD

10 20 30 40 50 60 70 80 90 Tiempo (h)
Tiempo (h)

Ln N células/ ml

Exposicion a Cu?* (315 um) C Exposicion a Pb?* (965 uM) D

® Cepa control CU428
A
o Cepa control CU428 = MTT1KO

= MTTKO * MTTSKD

Ln N2 células/ ml
~

+ MTTSKD 4 MTT1KO+MTTSKD

4 MTT1KO+MTTSKD

100 20 80

Tiempo (h) -1

Tiempo (h)

Fig. 43. Curvas de crecimiento de la cepa control CU428 y de las cepas knockout y/o knockdown. (A): en
ausencia de metal (situacién control), (B): en presencia de cd* (5 uM), (C): en presencia de cu* (315
UM) y (D): en presencia de Pb** (965 uM).

En general, las cepas KO, KD y KO+KD crecen a una velocidad menor que la cepa control
CU428, incluso en ausencia de metal (Fig. 43A). En esta situacion control se observa que las
cepas MTT1KO y MTT5KD presentan tasas especificas de crecimiento (1) bastante similares
entre si, aunque el rendimiento celular (una vez alcanzada la fase estacionaria) de la cepa
MTT5KD es menor que el de las cepas control o MTT1KO (Fig. 43A). El doble mutante
MTT1KO+MTTS5KD es el que crece mas lentamente de todas las cepas analizadas y el
rendimiento del cultivo (mas allad de las 60h) es bastante inferior al conseguido por el resto de
las cepas (Fig. 43A).
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El tratamiento con Cd** (5 uM) supone un retraso de la velocidad de crecimiento en las
cuatro cepas, destacandose considerablemente el caso de la cepa MTT1KO, cuyo tiempo de
generacion se multiplica por = 2,7h con respecto al calculado en su situacion del control (Tabla
25). La cepa MTT5KD parece tener, en presencia de este metal, una tasa de crecimiento mayor
pero requiere de un periodo de latencia para que las células se adapten a la situacion de estrés
y empiecen a crecer. Este periodo de latencia es muy prolongado en el caso del doble mutante
(unas 50h) vy, tras él, las células crecen a una velocidad inferior a la calculada para esta misma
cepa en ausencia de metal (Fig. 43B, Tabla 25). El rendimiento final obtenido (determinado en
la fase estacionaria) en las cepas MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD es similar entre ellas e inferior
al conseguido por la cepa control o la cepa MTT1KO (Fig. 43B).

Tanto el tratamiento con cobre (315 uM) como la exposicién a plomo (965 uM) parecen no
afectar a las cinéticas de crecimiento de ninguna de las cuatro cepas, manteniendo todas ellas
unas tasas especificas de crecimiento similares a las calculadas en la situacién control (Tabla
25). Las curvas de crecimiento de las cepas MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD en presencia de
cualquiera de estos dos metales muestran una pequefia fase de latencia, probablemente
necesaria para que las células se adapten a la presencia del metal y comiencen a crecer. Los
rendimientos celulares de las cepas control y MTT1KO son similares y superiores a los
obtenidos por las cepas MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD (Figs. 43Cy D).

Tabla 25. Parametros obtenidos de las cinéticas de crecimiento de la cepa control CU428 vy las tres cepas
knockout y/o knockdown

Cepa Tratamiento p(h?) Tg (h) R?
Control 0,1291 5,37 0,940
cd* 0,0981 7,07 0,933
S cu®* 0,1438 4,82 0,959
Pb* 0,1203 5,76 0,973
Control 0,1152 6,02 0,917
cd* 0,0426 16,27 0,919
MTT1KO cu®* 0,1381 5,02 0,956
Pb* 0,1228 5,64 0,971
Control 0,100 6,93 0,884
cd*™ 0,1372 5,05 (LAT) 0,880
MTTSKD cu™ 0,1295 5,35 (LAT) 0,845
Pb** 0,1533 4,52 (LAT) 0,852
Control 0,079 8,77 0,822
cd* 0,0631 10,98 (LAT) 0,94
MTT1KO+MTTSKD cu?* 0,0848 8,17 (LAT) 0,892
Pb** 0,0828 8,37 (LAT) 0,964

Parametros de crecimiento definidos para las cuatro cepas tanto en ausencia de metal (situacion
control) como en presencia de Cd** (5 pM), Cu®* (315 uM) o Pb** (965 pM). p: tasa especifica de
crecimiento. Tg: tiempo de generacidn. R’: coeficiente de correlacién. LAT: deteccidn de una fase de
latencia.
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B.3. Anadlisis comparativo de los perfiles proteicos entre diferentes cepas de T.
thermophila

Con la finalidad de encontrar mads diferencias entre las cepas adaptadas a metales y las
cepas KO y/o KD en genes MT, se llevé a cabo un anilisis comparativo de los perfiles de
proteinas citosdlicas totales (Fig. 44A) y de proteinas ricas en residuos tiol [(marcadas
especificamente con el compuesto fluorogénico monobromobimano (mBrB)] (Fig. 45) entre las
diferentes cepas de T. thermophila usadas en este estudio. Concretamente, en este estudio se
analizaron las siguientes cepas: la cepa control SB1969, las cepas GFPMTT1 y GFPMTT5 tanto
en ausencia de metal como tras exponerlas a Cd** (44,5 uM) durante 24h, las tres cepas
adaptadas a elevadas concentraciones de metal (Cd-ADAP, Cu-ADAP y Pb-ADAP) y las cepas
knockout y/o knockdown (MTT1KO, MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD). Ademds se observd que,
tras mantener las células Pb-ADAP una semana en presencia de la MCT de plomo (5,5 mM), se
formaba un precipitado denso en el fondo del tubo como consecuencia de la excrecidn de un
material electro-denso (Figs. 30bH y 36C). Por esta razén, a partir de siete tubos de estos
cultivos, se extrajeron los precipitados usando una micropipeta estéril y la suma de ellos se
lavd varias veces con el tampdn TrisHCI 0,01M (pH 6,8) con el fin de retirar el exceso de metal.
A partir de esta suma de precipitados se extrajeron las posibles proteinas presentes en el
mismo, aplicando el protocolo de extraccién de proteinas descrito en el apartado 6 de Material
y métodos. De la extraccion de proteinas (tras centrifugar la muestra) se obtuvieron dos
fracciones: una soluble (sobrenadante) y otra insoluble (pellet) y ambas se analizaron
electroforéticamente (Fig. 44B).

En general, los perfiles analizados de proteinas citosélicas totales de las diferentes cepas de
T. thermophila son muy similares entre si. Sin embargo, podemos apreciar algunas pequeiias
diferencias entre los diferentes patrones de bandas (Fig. 44A). Por ejemplo, en el caso de las
cepas Pb-ADAP, MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD no se detecta una banda de = 29 kDa que si se
aprecia perfectamente en las demas cepas. Algo similar ocurre en el caso de la cepa Pb-ADAP
(carril 8 de la Fig. 44A), en la que no se detecta una banda de = 33 kDa que si existe en las
demas cepas. Finalmente, en el caso de la cepa GFPMTT5 expuesta a cadmio durante 24h
(carril 5 de la Fig. 44A), se identifica una banda de = 36 kDa que no se detecta en las demas
cepas.

El andlisis electroforético de las muestras de proteinas de las fracciones soluble e insoluble
derivadas de los precipitados formados por la cepa Pb-ADAP se muestra en la Fig. 44B, carriles
3y 4, respectivamente. Se observa que la fraccion soluble apenas contiene proteinas o éstas se
encuentran en muy baja concentracion para ser detectadas mediante la tincién con azul de
Coomasie. Sin embargo, en la fraccidn insoluble (carril 4, Fig. 44B) se distinguen mas de 20
bandas entre las que predominan cuatro con masas moleculares aproximadas de 34, 40, 50 y
60 kDa (senaladas con flechas rojas en la Fig. 44B). Las dos bandas de mayor masa molecular
se corresponden con algunas de las bandas mayoritarias de las dos cepas utilizadas como
control (SB1969 y Pb-ADAP) en este ensayo (carriles 1y 2, Fig. 44B). Con respecto a las otras
dos bandas de menor tamafio (= 34 y 40 KDa), es dificil hacerlas corresponder con otras
bandas existentes en las muestras de proteinas citosdlicas de las cepas SB1969 y Pb-ADAP. No
obstante, la banda de = 40 KDa podria corresponder con una banda del mismo tamafio
presente en ambas cepas pero en menor cantidad (Fig. 44B). La banda proteica mas abundante
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en la muestra de la fraccién insoluble tiene un tamafio estimado de 34 KDa y podria
corresponder con aquella de = 33 KDa que desaparece o aparece en menor cantidad en la cepa
Pb-ADAP (Fig. 44B).

kDa
209
124

80

49,1

34,8

28,9

20,6

7.1

Fig. 44. Perfiles de proteinas citosdlicas totales obtenidas de diferentes cepas de T. thermophila y
visualizadas mediante una electroforesis estandar de proteinas en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-
PAGE). Panel A: (M): Marcador de masa molecular (Bio-Rad). Carriles 1-11: muestras de proteinas
totales de diferentes cepas de T. thermophila. (1): cepa control SB1969, (2): GFPMTT1, (3): GFPMTT1
tras exponerla a cd* durante 24h, (4): GFPMTTS5, (5): GFPMTTS tras exponerla a Cd* durante 24h, (6):
Cd-ADAP, (7): Cu-ADAP, (8): Pb-ADAP, (9): MTT1KO, (10): MTT5KD y (11): MTT1KO+MTT5KD. Los
recuadros amarillos contienen las diferencias mas notables observadas entre los diferentes perfiles
proteicos. Panel B: (M): Marcador de masa molecular (Bio-Rad). Carriles 1-4: perfiles de proteinas
citosolicas totales de las cepas (1): SB1969 y (2): Pb-ADAP, junto con las muestras (3): la fraccidn soluble
y (4): la fraccion insoluble de los precipitados obtenidos de la cepa Pb-ADAP tras mantener los cultivos
durante 1 semana en presencia de la MCT de plomo. Las flechas rojas indican las bandas
correspondientes a las proteinas mas abundantes.

Ademads de los perfiles de proteinas totales, también se compararon los perfiles de
proteinas ricas en residuos tiol (-SH), previamente marcados de manera especifica con el
fluorégeno mBrB (Fig. 45). La mayoria de las cepas estudiadas presentan perfiles bastantes
similares entre si, aunque con diferentes intensidades fluorogénicas segun la cantidad de mBrB
unida a ellas. Las principales diferencias que podemos detectar son las siguientes: a)- Desde el
carril 1 al 7 se aprecia una banda fluorogénica muy pequefia (= 7 KDa en recuadro) comun a
todas las muestras pero que desaparece en los carriles 8,9, 11 y 12 (Fig. 45); b)- Algo similar
ocurre con una banda de unos 20,6 KDa que desaparece o se minimiza en las muestras de los
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carriles 8,9, 11 y 12 (recuadro en Fig. 45); c)- También ocurre lo mismo con bandas de = 35y
49 KDa, que estan ausentes o son menos abundantes en estos mismos 4 carriles (recuadros en
Fig. 45); d)- El carril 9, correspondiente a la muestra de la fraccién insoluble del precipitado
excretado por la cepa Pb-ADAP, no muestra ninguna banda fluorogénica, al igual que la
muestra citosdlica de la cepa Pb-ADAP que tiene muy pocas bandas fluorogénicas (carril 8, Fig.
45); e)- El carril 6 (muestra Cd-ADAP) es el que presenta bandas con un mayor marcaje
fluorogénico, sobre todo la correspondiente a 20,6 KDa (Fig. 45).

kbDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
R

Bandas
destacadas

Fig. 45. Perfiles de proteinas ricas en residuos tiol obtenidos de diferentes cepas de T. thermophila
mediante el marcaje con un compuesto fluorigénico y visualizados por electroforesis estandar de
proteinas en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE). (M): Marcador de masa molecular (Bio-Rad).
Carriles 1-12: perfiles de diferentes cepas de T. thermophila. (1): control SB1969, (2): GFPMTT1, (3):
GFPMTT1 tras exponerla a Cd** durante 24h, (4): GFPMTTS5, (5): GFPMTTS tras exponerla a cd** durante
24h, (6): Cd-ADAP, (7): Cu-ADAP, (8): Pb-ADAP, (9): precipitado obtenido de la cepa Pb-ADAP, (10):
MTT1KO, (11): MTT5KD y (12): MTT1KO+MTTS5KD. Los recuadros amarillos contienen las diferencias mas
notables observadas entre las diferentes cepas. Los valores de estas bandas se indican a la derecha de la
figura.
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C.- ANALISIS COMPARATIVO DE LA EXPRESION DE LOS GENES CODIFICANTES
DE METALOTIONEINAS (MTs) EN SITUACIONES DE ESTRES EXTREMO POR
METALES PESADOS (Cd?*, Cu?* o Pb?+)

C.1. Analisis comparativo de la expresion de los genes MTs en diferentes cepas de T.
thermophila

Se ha llevado a cabo un andlisis comparativo de los niveles de induccidn relativa (calculados
mediante RT-PCR cuantitativa) en los genes MTs (MTT1, el par MTT2/4, MTT3 y MTT5) tras la
exposicion a tres metales pesados (Cd*, Cu®** o Pb®'). Para este estudio se han utilizado
diferentes cepas de T. thermophila: la cepa control SB1969, las tres cepas adaptadas a
elevadas concentraciones de metal (Cd-ADAP, Cu-ADAP y Pb-ADAP), las tres cepas knockout
y/o knockdown para los genes MTT1 y/o MTT5 (MTT1KO, MTT5KD, MTT1KO+MTT5KD) vy las
dos cepas GFPMTT1 y GFPMTT5, que contienen multiples copias de los pldsmidos
recombinantes pVGF::GFP::MTT1 y pVGF::GFP::MTT5 y que, por tanto, sobre-expresan las
proteinas MTT1 y MTT5, respectivamente (Amaro et al., 2014).

En las Figs. 46-49 y en la Tabla A8 del Anexo | se comparan los niveles de induccidn relativa
de los cinco genes codificantes de MTs en las diferentes cepas de T. thermophila previamente
mencionadas. En el caso de los genes codificantes de las CuMTs MTT2 y MTT4, cuyas
secuencias nucleotidicas presentan un porcentaje de identidad del = 98%, no se pudieron
disefiar cebadores especificos que distinguiesen cada uno de ellos. Por lo tanto, y al ser
indistinguibles estos dos genes por gRT-PCR o gPCR, suponemos que en todo el andlisis
estamos valorando valorando la suma de la expresién de ambos, refiriéndonos a ella como el
par MTT2/4.

El gen MTT1 alcanza sus mayores niveles de induccién en presencia de Cd* y, en general,
tras los tratamientos de 24h (Fig. 46). Igualmente, en presencia de Pb**, también observamos
elevados niveles de induccidn para este gen (principalmente en el caso de las cepas SB1969
(control), Cu-ADAP, Pb-ADAP y MTT5KD), destacandose valores ligeramente mayores tras los
tratamientos de 24h frente a los obtenidos tras exposiciones de 1h (Fig. 46). Este gen también
se induce tras la exposicién a Cu®* (sobre todo en las cepas Cu-ADAP y Pb-ADAP); sin embargo,
tras los tratamientos con Cu®* observamos el efecto contrario al detectado con los otros dos
metales, es decir, los mayores niveles de induccidén se alcanzan tras los tratamientos de 1h
(Fig. 46). De esta forma, el ranking de induccion para el gen MTT1 es: Cd > Pb > Cu en las cepas
control, GFPMTT1 y MTT5KD y Cd > Cu > Pb en las cepas Cd-ADAP, Cu-ADAP, Pb-ADAP y
GFPMTTS (Fig. 46). En las cepas Cd-ADAP y Pb-ADAP, los niveles de induccién para el gen MTT1
observados en los cultivos expuestos constantemente a los valores de MCT son superiores a
los obtenidos tras los tratamientos de 1 6 24h. Por el contrario, en la cepa Cu-ADAP se
detectan mayores niveles de induccion tras los tratamientos de 1 6 24h frente a los
observados en los cultivos expuestos constantemente a los valores de MCT (Fig. 46).
Finalmente, el gen MTT1 no es inducido (valores < 2) en las cepas control y Cd-ADAP tras los
tratamientos de 24h con Cu®" y Pb® respectivamente, ni en la cepa GFPMTT1 tras el
tratamiento con Pb* (1h), a pesar de que tras tratamientos de 24h con este mismo metal si
que aparecen valores significativos de induccion (= 11x) (Fig. 46, Tabla A8).
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Los niveles de induccidn relativos obtenidos para el gen MTT3 se muestran en la Fig. 47 y en
la Tabla A8 (Anexo I). Al igual que el gen MTT1, el gen MTT3 responde principalmente a Cd*" en
la mayoria de las cepas analizadas, a excepcién de la cepa Cd-ADAP, en la que los mayores
niveles de induccién se detectan tras los tratamientos con Cu®* (Fig. 47). En las cepas control,
MTT1KO, MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD el ranking de induccién para el gen MTT3 es: Cd > Pb >
Cu. El perfil de este ranking cambia en el caso de las cepas Cu-ADAP, Pb-ADAP, GFPMTTS5 y
GFPMTT1, siendo en estos casos: Cd > Cu > Pb (Fig. 47). Finalmente, en la cepa Cd-ADAP el
ranking es: Cu > Cd > Pb (Fig. 47). En general, en los tratamientos con Cd**, los mayores niveles
de induccién para esta isoforma génica se obtienen tras las exposiciones de 24h, mientras que
en los tratamientos con Cu®* o Pb** los mayores niveles de induccién se obtienen a 1 6 24h
segln la cepa analizada (Fig. 47). En dos de las cepas adaptadas (Cd-ADAP y Pb-ADAP), los
niveles de induccién obtenidos en cultivos constantemente expuestos a la MCT son muy
similares a los detectados tras exposiciones de 1 y 24h, mientras que en la cepa Cu-ADAP,
estos valores son muy inferiores a los obtenidos tras los tratamientos de 1y 24h (Fig. 47). Los
niveles de induccidon del gen MTT3 aumentan considerablemente en las cepas MTT1KO y
MTTSKD con respecto a los registrados en la cepa control tras los tratamientos con Cd** 1h (=
2x y = 6X) y 24h (= 6x y = 9x, respectivamente). Sin embargo, en el caso de la cepa
MTT1KO+MTTS5KD, el gen MTT3 presenta niveles de induccién similares a los obtenidos en la
cepa control tras la exposicion a cadmio. Finalmente, el gen MTT3 no se induce en los
siguientes casos: en la cepa GFPMTT1 tras los tratamientos con Pb** (1 6 24h), en la cepa
control tras los tratamientos con Cu** (1y 24h), en la cepa Cd-ADAP (Pb** 24h), en la cepa Cu-
ADAP (Pb** 1h) y en la cepa MTT1KO+MTT5KD (Cu® 24h) (Fig. 47, Tabla A8).

El gen MTT5 (CAMT) es el que alcanza los mayores niveles de induccién de los cinco genes
MTs, independientemente de la cepa analizada (Fig. 48). Esta isoforma génica alcanza los
mayores niveles de induccién tanto en presencia de Pb** como de Cd** (Fig. 48, Tabla A8) v,
aunque responde rdpidamente a la presencia de metal en el medio, los mayores niveles de
induccion los alcanza tras exposiciones de 24h. En la mayoria de las cepas, el gen MTT5
presenta el siguiente ranking de induccién: Pb > Cd > Cu, a excepcion de la cepa Pb-ADAP, en la
que el ranking es: Cd = Cu 2 Pb (Fig.48). En las cepas adaptadas a metal los niveles de induccion
obtenidos en cultivos constantemente expuestos a la MCT de Cd** o Pb** son superiores a los
descritos tras los tratamientos de 1 6 24h con estos dos metales; sin embargo en el caso de la
cepa Cu-ADAP ocurre lo contrario ya que en los tratamientos con Cu®* se obtienen mayores
niveles de induccidn tras las exposiciones de 1h. Tras las exposiciones a Cd** (1 6 24h), las
cepas MTT1KO y MTT1KO+MTT5KD presentan menores niveles de induccién para el gen MTT5
con respecto a la cepa control, mientras que en la cepa MTT5KD estos niveles de induccidon son
mayores a los detectados en la cepa control tras las exposiciones de 24h (= 2x con respecto a
la cepa control) (Fig. 48). Tras exposiciones de 1h a Pb*', las cepas MTT1KO y MTT5KD
muestran mayores niveles de induccion del gen MTT5 con respecto a la cepa control, mientras
que estos niveles son muy inferiores (en la cepa MTT1KO) o similares (en la cepa MTT5KD) tras
tratamientos de 24h con este metal (Fig. 48, Tabla A8).

Por ultimo, el par MTT2/4 (que codifica dos CuMTs) es inducido preferentemente por Cu*y
alcanza sus mayores niveles de induccion tras los tratamientos de 1h (Fig. 49, Tabla A8),
independientemente de la cepa analizada. Estos genes también se inducen de manera
significativa en presencia de Cd** en la mayoria de las cepas, mientras que, tras los
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tratamientos con Pb**, sélo se obtuvieron valores de induccidn significativos en el caso de las
cepas: SB1969, GFPMTT5, MTT1KO, MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD para las exposiciones de 1h.
En todas las cepas analizadas se presenta el siguiente ranking de induccién: Cu > Cd > Pb. Tras
el tratamiento con cobre, en las cepas MTT1KO y MTT5KD los valores de induccidn para estos
genes son similares a los obtenidos en la cepa control; sin embargo, la cepa MTT1KO+MTT5KD
tiene niveles de induccién considerablemente menores para estos genes con respecto a los
calculados en la cepa control (Fig. 49). Los genes MTT2/4 no se inducen en las siguientes cepas
y tratamientos: en la cepa control (Pb>* 24h), en la cepa Cd-ADAP (tras todos los tratamientos
con Cd* o Pb* ensayados), en la cepa Cu-ADAP (Pb* 1y 24h), en las cepas Pb-ADAP y
GFPMTT1 (ante todos los tratamientos con Pb*) y en las cepas GFPMTT5, MTT1KO, MTTSKD vy
MTT1KO+MTT5KD (después de exposiciones a Pb*" 1h). Por consiguiente, estos genes MTT2/4
son los que muestran el mayor nimero de inducciones negativas (< 2) de entre los cinco genes
MTs de T. thermophila analizados (Fig. 49, Tabla A8).

C.2. Andlisis comparativo de la expresidon de los genes MTs en las tres cepas adaptadas a
metales tras mantenerlas durante 1 6 6 meses sin exposicién al metal

El ensayo de expresion de los genes codificantes de MTs en las tres cepas adaptadas a
metales se completd tras mantener dichas cepas durante uno (-1M) o seis (-6M) meses en el
medio PP210 sin la presencia del metal. Tras este tiempo se las volvié a exponer durante 1 6
24h a la MCT del metal al que se encontraban adaptadas y se analizo la expresién de cada gen
mediante RT-PCR cuantitativa (Fig. 50). Estas cepas las denominamos: Cd-ADAP (-1M), Cu-
ADAP (-1M), Pb-ADAP (-1M), Cd-ADAP (-6M), Cu-ADAP (-6M) y Pb-ADAP (-6M).

Las tres cepas adaptadas a metales son capaces de crecer de nuevo en presencia de las
correspondientes MCTs tras mantenerse durante 1 6 6 meses sin el metal y, por tanto,
conservan o recuperan rdpidamente sus estrategias adaptativas a pesar de haber permanecido
este tiempo sin la exposicién a metal. Los resultados obtenidos del estudio de expresidn en
estas cepas se muestran en la Fig. 50 y en la Tabla A9 del Anexo |.

La cepa Cd-ADAP mantiene su caracteristico patron de induccion tanto tras 1 mes como
tras 6 meses sin exposicion a Cd*": MTT5 > MTT1 > MTT3 > MTT2/4 (Figs. 50A y B). Sin
embargo, sus niveles de induccién tras 1 mes sin metal (Fig. 50A, Tabla A9) son muy superiores
a los previamente mencionados (Figss. 46-49), principalmente para los genes MTT5 y MTT1.
Estos niveles de induccién son menores tras 6 meses sin exponerse a metal (Fig. 50B) pero
contindan siendo superiores a los calculados inicialmente en la cepa Cd-ADAP original. En
general, los tratamientos de 24h con Cd** generan mayores niveles de induccion de los genes
MTs que los obtenidos con tratamientos de 1h, a excepcidn de los genes MTT2/4, que alcanzan
mayores niveles de expresion tras los tratamientos de 1h (Tabla A9).

En la cepa Cu-ADAP, el ranking de induccién cambia bastante tras mantenerla durante 1
mes (MTT2/4 > MTT3 > MTT1 > MTT5) 6 6 meses (MTT3 > MTT2/4 > MTT5 = MTT1) en
ausencia de metal, pasando el par génico MTT2/4 de la Gltima a la primera o segunda posicion
(Figs. 50Cy D) con respecto al ranking descrito en la cepa original Cu-ADAP.
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En la cepa Cu-ADAP (-1M) destacan los elevados niveles de induccidn tras los tratamientos
de 1h (sobre todo para los genes MTT2/4 y MTT3), que son muy superiores a los obtenidos
tras las exposiciones de 24h y a los previamente registrados en la cepa original Cu-ADAP bajo
la MCT de cobre (Fig. 50C, Tabla A9). Sin embargo, tras 6 meses sin exposicién a cobre, los
niveles de induccidn obtenidos tras los tratamientos de 24h son superiores a los obtenidos tras
los tratamientos de 1h, a excepcidn del gen MTT3 en el que ocurre lo contrario (Fig. 50D).

Por ultimo, en la cepa Pb-ADAP se observa tras mantenerla durante 1 6 6 meses sin metal
un ranking de induccion (MTT5 > MTT1 2 MTT3 > MTT2/4) muy parecido al que se habia
descrito para la cepa original (MTT5 > MTT1 > MTT3 > MTT2/4). Después de 1 mes sin metal,
los valores de induccién de los genes MTT1, MTT3 y MTT2/4 son superiores a los que se
calcularon en la cepa original (Pb-ADAP); sin embargo, en el caso del gen MTT5, aunque es el
gue mas se induce bajo estas circunstancias, sus niveles de induccion son bastante inferiores a
los calculados en la cepa original (Fig. 50E). Tras 6 meses sin metal, el gen MTT5 se induce
enormemente tras los tratamientos de 24h con Pb%, alcanzando valores muy similares a los
obtenidos en la cepa original Pb-ADAP (Tabla A9). El gen MTT1 también responde
considerablemente bajo estas condiciones, sobre todo tras los tratamientos de 24h, mientras
que los genes MTT2/4 y MTT3 responden en menor medida que en la cepa Pb-ADAP (-1M)
(Fig.50). En general, la induccion tras 24h suele ser superior o igual que a 1h de tratamiento,
tanto en la cepa (-1M) como en la (-6M) (Figs. 50E y F).

C.3. Andlisis comparativo de los niveles de expresidn constitutivos o basales de los genes
MTs en diferentes cepas de T. thermophila

Los genes MTs de T. thermophila, como muchos genes inducibles, también tienen cierto
nivel de expresidén basal en ausencia de condiciones de estrés (Diaz et al., 2007). Por lo tanto,
también podemos comparar sus niveles de expresion basal o constitutivos (Fig. 51, Tabla 26)
entre las diferentes cepas de T. thermophila utilizando los valores C; obtenidos en las
condiciones control (sin exposicién a metal).

En los estudios por PCR cuantitativa siempre se define un valor umbral o threshold por
encima del cual se considera estadisticamente significativa la sefal detectada y, por tanto,
relevante la amplificacidn. Los valores C, o threshold cycle de cada muestra representan el ciclo
a partir del cual la sefial de fluorescencia emitida supera este umbral. De esta forma, el valor C;
esta inversamente relacionado con la cantidad de transcrito/ADNc presente en la muestra. Asi,
cuanto menor sea el valor C; de un determinado gen, mayor sera la cantidad de
transcrito/ADNCc (en las reacciones de RT-PCR cuantitativa) o de ADN gendmico (en los ensayos
de PCR cuantitativa) en la muestra y, por consiguiente, mayor sera la expresion de ese gen o
mayor serd el nimero de copias del mismo en dicha muestra. En la Tabla 26 se muestran los
valores C, constitutivos (calculados en ausencia de metal) para los cinco genes MT en las
diferentes cepas analizadas. Estos valores se pueden comparar entre si utilizando la férmula:
Z(m'cm, donde C;;-C;, es la diferencia entre los valores C; de dos muestras diferentes. De este
modo podemos calcular las diferencias que presentan los niveles relativos de expresion basal
de dos genes MT dentro de una misma cepa (Tabla 27) e incluso comparar los niveles de
expresion basal del mismo gen MT entre dos cepas diferentes (Tabla 28).
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NIVELES DE EXPRESION BASAL (sin exposicién a metal)

Control MTT1 > MTT3 > MTT2/4 > MTT5 \

Cd-ADAP MTT1 > MTT3 > MTT5 > MTT2/4

Cu-ADAP MTT2/4 > MTT1 > MTT3 > MTT5

Pb-ADAP MTT1 > MTT5 = MTT2/4 > MTT3

Cd-ADAP (-1M) MTT1 = MTT2/4 > MTT5 > MTT3

Cd-ADAP (-6M) MTT1 > MTT2/4 = MTT5 = MTT3

Cu-ADAP (-1M) MTT1 = MTT2/4 > MTT3 = MTT5 > Patrén consenso mayoritario:
Cu-ADAP (-6M) MTT1 > MTT2/4 = MTT5 > MTT3 MTT1 > MTT2/4 / MTT3 > MTT5
Pb-ADAP (-1M) MTT5 > MTT1 > MTT2/4 > MTT3

Pb-ADAP (-6M) MTT1 > MTT5 > MTT2/4 = MTT3

GFPMTT5 MTT1 > MTT5 > MTT2/4 > MTT3

GFPMTT1 MTT1 > MTT2/4 > MTT3 > MTT5

MTT1KO MTT2/4 > MTT3 > MTT5

MTT5KD MTT1 > MTT2/4 > MTT3 > MTT5

MTT1KO+MTTS5KD MTT5 > MTT2/4 > MTT3 /

Fig. 51. Ranking de los niveles de expresidn basal obtenidos en ausencia de metal para los cinco genes
MTs de T. thermophila en las diferentes cepas seleccionadas. Se muestra el patron consenso
mayoritario.

Los resultados mostrados en la Tabla 27 y en la Fig. 51 indican que el gen MTT1 es el que
presenta de manera destacada los mayores niveles de expresidon basal, concretamente se
observa su primera posicion en el ranking de las cepas control (SB1969), Cd-ADAP, Pb-ADAP,
GFPMTT1, GFPMTT5, MTT5KD y en la mayoria de las cepas adaptadas tras mantenerlas
durante 1 6 6 meses en ausencia de metal (-1M y -6M). Sin embargo, en las cepas Cu-ADAP,
Cu-ADAP (-1M) y MTT1KO, los genes MTT2/4 son los que presentan los mayores niveles de
expresion basal. Finalmente, en las cepas MTT1KO+MTT5KD y Pb-ADAP (-1M) es el gen MTT5
el que muestra los mayores niveles de expresion constitutiva. Por el contrario, los genes MTT5
y MTT3 son los que tienen menores niveles de expresidn basal, ocupando las posiciones 32 ¢
42 del ranking en muchas de las cepas analizadas (SB1969, Cd-ADAP, Cu-ADAP, Cd-ADAP (-1M),
Cd-ADAP (-6M), Cu-ADAP (-1M), Cu-ADAP (-6M), GFPMTT1, MTT1KO y MTT5KD) (Fig. 51).

En la cepa control (SB1969) el ranking de expresion basal de los genes MT (en ausencia de
metal) es el siguiente: MTT1 > MTT3 > MTT2/4 > MTT5 (Fig. 51), existiendo una diferencia de
hasta cinco ciclos entre los valores C, del gen MTT1 y del gen MTT5, que realmente supone una
diferencia de expresion de = 37 veces entre ambos genes. En definitiva, en la cepa control el
gen MTT1 se expresa = 1,6 veces mas que el gen MTT3, = 8 veces mas que los genes MTT2/4 y
= 37 veces mas que el gen MTT5; ademas, el gen MTT3 se expresa 5 veces mds que los genes
MTT2/4 y 22x el MTT5, mientras que los genes MTT2/4 se expresan unas 4 veces mas que el
gen MTT5 en condiciones basales (Tablas 26 y 27). En la cepa Cd-ADAP, la relacién entre los
niveles de expresion basales de los genes MTs es la siguiente: MTT1 = 30x MTT3, = 68x MTT5 y
= 118x MTT2/4, mientras que MTT3 = 2x MTT5 y = 4x MTT2/4 y finalmente, MTT5 = 2x MTT2/4
(Tabla 27). Por lo tanto, en la cepa Cd-ADAP el gen MTT1 ocupa también la primera posicidn de
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este ranking de expresidn basal (al igual que en la cepa control), pero las diferencias entre los
niveles de expresidon basales del gen MTT1 y los demas genes MT son muy superiores a las
observadas en la cepa control (Tabla 27). En la cepa Cu-ADAP, el par MTT2/4 es el que
presenta mayores niveles de expresion basal (MTT2/4 > MTT1 > MTT3 > MTT5) (Fig. 51),
siendo = 27x MTT5 y 16x MTT3. La primera parte de este ranking se mantiene en la cepa Cu-
ADAP (-1M), obteniéndose la siguiente relacion: MTT2/4 = 11x MTT5 y 6,5x MTT3, con la
excepcion de que el primer puesto ahora lo ocupa el gen MTT1 o el par MTT2/4, que muestran
valores similares (Fig. 51, Tabla 27). Finalmente, las cepas Pb-ADAP y Pb-ADAP (-6M) también
presentan al gen MTT1 en la primera posicién del ranking de induccidn, pero en el caso de la
cepa Pb-ADAP (-1M) este gen pasa a ocupar la segunda posicidon del ranking (MTT5 > MTT1
>MTT2/4 > MTT3) (Fig. 51, Tabla 26).

En las cepas GFPMTT1 y GFPMTTS5, el gen MTT1 también muestra los mayores niveles de
expresion basal, obteniéndose las siguientes relaciones: MTT1 = 35x MTT5 y 4x MTT3 en la
cepa GFPMTT1 y = 3x MITT5 y 22x MTT3 en la GFPMTTS5 (Tabla 27). Por otro lado, en las cepas
MTT1KO y MTT1KO+MTT5KD (que carecen del gen MTT1), son los genes MTT2/4 y MTT5
respectivamente, los que muestran los mayores niveles de expresion basal (Fig. 51).
Finalmente, en la cepa MTT5KD, destaca de nuevo el gen MTT1 como el que presenta mayores
niveles de expresiéon basal (Fig. 51), siendo éstos = 2.194x MTT5 y 34x MTT3 (Tabla 27).

Tabla 26. Comparacion de los valores C; basales o constitutivos (en ausencia de metal) obtenidos para
cada uno de los genes MT en las diferentes cepas de T. thermophila utilizadas en el estudio de expresion

Gen | Cepa gg'l‘;':: Cd-ADAP | Cu-ADAP | Pb-ADAP | MTT1KO | MTT5KD | MTT1KO + MTT5KD
ACTINA 14,95 15,6 14,30 15,10 13,1 15,6
MTT1 16,42 | 1161* | 17,40 17,50 - 17,5
MTT3 17,10 16,50 19,30 20,40 173 22,6
MTT5 21,59 | 17,70 | 20,10 | 18,70 | 18,5* 28,6 15,7*
MTT2/4 19,47 1850 | 1534* | 19,20 16,5 18,7 16,1
Cd-ADAP | Cu-ADAP | Pb-ADAP | Cd-ADAP | Cu-ADAP | Pb-ADAP
Gen | Cepa (-1M) (-1M) (-1M) (-6M) (-6M) (-6M) GFPMTT1 GFPMTT5
ACTINA 14,80 14,60 16,10 14,70 16,30 14,90 14,90 15,00
MTT1 17,20 17,60 15,60 16,50 16,40 15,70 15,41 14,23
MTT3 20,30 20,20 20,2 19,50 19,90 19,20 17,20 18,70
MTT5 19,00 | 20,90 | 1420* | 19,20 | 1850* | 17,20* 20,52 15,98*
MTT2/4 17,60 | 17,50* | 19,30 19,90 | 18,30 19,30 16,67* 16,79*

El gen de la actina se utiliza como control enddgeno o gen normalizador de la expresién. Los asteriscos
sefialan los valores C; que son considerablemente inferiores a los obtenidos para ese mismo gen en la
cepa control SB1969 y que por tanto suponen mayores niveles de expresién basal para ese gen en la
cepa correspondiente. (-): no aplicable, las cepas MTT1KO y MTT1KO+MTT5KD han perdido todas las
copias del gen MTT1 y por tanto estos valores no pueden ser calculados.
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Tabla 27. Comparacién de los niveles de expresidn basal entre las cinco isoformas génicas de MTs en

cada cepa de T. thermophila

SB1969 MTT1 MTT3 | MTT5 | MTT2/4 Cd-ADAP MTT1 MTT3 MTT5 | MTT2/4

MTT1 1 MTT1 1

MTT3 1.60x 1 MTT3 29.65x 1

MTT5 36x 22.47x 1 MTT5 68.12x 2.3x 1

MTT2/4 8.28x 5.17x | 4.35x 1 MTT2/4 118.6x 4x 1.74x 1
Cd-ADAP (-1M) MTT1 MTT3 | MTT5 | MTT2/4 c?:gl\tl)l))AP MTT1 MTT3 MTT5 | MTT2/4

MTT1 1 MTT1 1

MTT3 8.57x 1 MTT3 8x 1

MTT5 3.48x 2.46x 1 MTT5 6.5x 1.23x 1

MTT2/4 1.32x 6.5x 2.64x 1 MTT2/4 10.56x 1.32x 1.62x 1

Cu-ADAP MTT1 MTT3 | MTT5 | MTT2/4 Cl'(l:f“[/’l?P MTT1 MTT3 MTT5 | MTT2/4

MTT1 1 MTT1 1

MTT3 3.73x 1 MTT3 6.06x 1

MTT5 6.5x 1.74x 1 MTT5 9.85x 1.62x 1

MTT2/4 4.17x | 15.56x | 27.1x 1 MTT2/4 1.07x 6.5x 10.56x 1
Cu-ADAP (-6 M) MTT1 MTT3 | MTT5 | MTT2/4 Pb-ADAP MTT1 MTT3 MTT5 | MTT2/4

MTT1 1 MTT1 1

MTT3 11.3x 1 MTT3 7.46x 1

MTT5 4.29x 2.64x 1 MTT5 2.3x 3.25x 1

MTT2/4 3.73x 3.03x 1.15x 1 MTT2/4 3.25x 2.3x 1.41x 1
Pb-ADAP (-1M) MTT1 MTT3 | MTT5 | MTT2/4 P?_-Q:\DISP MTT1 MTT3 MTT5 | MTT2/4

MTT1 1 MTT1 1

MTT3 24.25x 1 MTT3 11.3x 1

MTT5 2.64x 64x 1 MTT5 2.83x 4x 1

MTT2/4 12.99x | 1.87x | 34.3x 1 MTT2/4 12.13x 1.07x 4.29x 1

GFPMTT5 MTT1 MTT3 | MTT5 | MTT2/4 | GFPMTT1 MTT1 MTT3 MTT5 | MTT2/4

MTT1 1 MTT1 1

MTT3 22.16x 1 MTT3 3.46x 1

MTT5 3.36x 6.59x 1 MTT5 34.54x 9.99x 1

MTT2/4 5.9x 3.76x | 1.75x 1 MTT2/4 2.39x 1.44x | 3.85x 1

MTT1KO MTT1 MTT3 | MTT5 | MTT2/4 MTT5KD MTT1 MTT3 MTT5 | MTT2/4

MTT1 - MTT1 1

MTT3 - 1 MTT3 34.3x 1

MTT5 - 2.3x 1 MTT5 2,194.9x 64x 1

MTT2/4 - 1.74x 4x 1 MTT2/4 2.3x 14.93x | 955.4x 1
MTT1KO+MTT5KD | MTT1 MTT3 | MTT5 | MTT2/4

MTT1 -

MTT3 - 1

MTT5 - 6.06x 1

MTT2/4 - 4.59x 1.32x 1

En cada cepa, los genes MT se comparan dos a dos entre si, distinguiéndolos con dos colores: rojo y

verde. Los valores obtenidos de cada comparacion se indican en uno de estos dos colores segun el gen

que presenta un mayor nivel de expresidon basal. Se consideran diferencias realmente significativas

(sombreadas en gris) aquellas que son mayores que 4 (mas de dos ciclos entre los valores C;

comparados).
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Ademads de comparar los niveles de expresion basal entre los diferentes genes MT dentro
de una misma cepa, también podemos comparar los niveles de expresiéon basal de un
determinado gen entre las diferentes cepas analizadas (Tabla 28). Los mayores niveles de
expresion basal para los genes MTT1 y MTT3 se detectan en la cepa Cd-ADAP, para el par
MTT2/4 en la Cu-ADAP y, en el caso del gen MTT5, en la cepa GFPMTTS (Tabla 28).

A partir de los resultados recogidos en la Tabla 28 podemos comparar para cada uno de los
genes MT sus valores de expresion basal entre las diferentes cepas y la cepa control SB1969.
En la cepa GFPMTT1 se observa un aumento significativo de los niveles de expresién basales
de los genes MTT2/4 (= 7 veces superior que el observado en la cepa control). En la cepa
GFPMTTS5, ademas de aumentar enormemente los niveles de expresién basales del gen MTT5
(= 64 veces superior al de la cepa control), también se aprecia un aumento significativo de la
expresion basal de los genes MTT1 (= 4,5 veces superior) y MTT2/4 (= 6,5 veces superior al
control) (Tabla 28).

Una situacion similar se aprecia en las cepas adaptadas a metales: en la cepa Cd-ADAP se
observan mayores niveles de expresidon basales para los genes MTT1 (= 28 veces superior) y
MTT5 (= 15 veces superior) con respecto a la cepa control, en la cepa Cu-ADAP los genes
MTT2/4 son los que aumentan sus niveles de expresion basales (= 17,5 veces superior) con
respecto a los observados en la cepa control vy, finalmente, en el caso de la cepa Pb-ADAP es el
gen MTT5 el que aumenta significativamente sus niveles de expresion basales (= 7,5 veces
superior con respecto a la cepa control) (Tabla 28). Tras mantener estas cepas durante 1 6 6
meses sin la presencia constante del metal y obtener de nuevo sus niveles de expresion basal
para los genes MT se observa lo siguiente:

- En la cepa Cd-ADAP (-1M) el gen MTT1 ha recuperado sus niveles de expresiéon basales
normales, similares a los de la cepa control, pero se mantienen elevados los niveles de
expresion basales de los genes MTT2/4 (= 4 veces superiores) y del gen MTT5 (= 6 veces
superiores), que incluso permanece asi tras mantener las células durante 6 meses sin
exponer a Cd** (= 5 veces superiores respecto de los de la cepa control) (Tabla 28).

- La cepa Cu-ADAP (-1M) también mantiene elevados niveles basales del par MTT2/4 (= 4
veces superiores con respecto de la cepa control), aunque éstos se han reducido bastante
con respecto a los que tenfa en presencia constante de Cu®* (= 17,5 veces superiores). En
la cepa Cu-ADAP (-6M) los niveles basales de expresion de los genes MTT2/4 han
recuperado practicamente sus valores normales pero se observa que el gen MTT5 ha
aumentado los suyos (= 8,5 veces superiores) (Tabla 28).

- Las cepas Pb-ADAP (-1M) y Pb-ADAP (-6M) aln mantienen elevados niveles de expresion
basal para el gen MTT5 (= 168 veces superiores y = 21 veces superiores respecto a los de
la cepa control, respectivamente) tras este periodo de tiempo sin metal (Tabla 28).

Finalmente, en las cepas knockout (KO) y/o knockdown (KD) se observa que la cepa
MTT1KO presenta mayores niveles de expresion basal para los genes MTT5 (= 8,5x) y MTT2/4
(= 8x) con respecto a la cepa control SB1969. El doble mutante MTT1KO+MTT5KD tiene
mayores niveles de expresidn basal para los genes MTT5 (= 60x) y MTT2/4 (= 10x) (Tabla 27). El
MTTS5KD presenta un patrén de expresion basal muy similar a la cepa GFPMTT1 (Fig. 51).
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C.4. Anilisis de la variacion del nimero de copias/pl de los genes macronucleares
codificantes de MTs en las diferentes cepas de T. thermophila

Con el fin de dilucidar la existencia de posibles procesos de amplificacién diferencial o
variaciones en el numero de copias de los genes macronucleares codificantes de MTs como
una respuesta adaptativa a la constante presencia de metal en las cepas adaptadas, se realizd
(mediante PCR cuantitativa) el calculo del nimero de copias/ul de los cinco genes codificantes
de MTs (MTT1, MTT3, MTT5, MTT2/4) en las diferentes cepas de T. thermophila (Figs. 52 y 53,
Tabla A10). En este andlisis también se incluyeron dos genes control: el gen de la actina (usado
en los estudios de expresién como control endégeno) y el gen denominado CYCLIC (Cyclic
nucleotide-binding domain protein, TTHERM_00241620), situado muy préximo (= 2,7 Kb) a la
region codificante del gen MTT1 (en el brazo izquierdo del cromosoma 4 micronuclear). Se han
empleado las siguientes cepas de T. thermophila: varias cepas control (SB1969, CU420, SB210),
la cepa GFPMTTI1, las cepas adaptadas a elevadas concentraciones de metal (Cd-ADAP, Cu-
ADAP y Pb-ADAP) y las tres cepas knockout (KO) y/o knockdown (KD) (MTT1KO, MTT5KD,
MTT1KO+MTT5KD). En el caso de la cepa Cd-ADAP también se calculé el nimero de copias/pl
de los genes MT en distintas condiciones: tras 1, 7 6 10 meses en ausencia de metal (-1M, -7M
6 -10M) y tras una nueva exposicion (24h) a la MCT de Cd** tras mantener esta cepa 10 meses
sin metal (-10M + 1 semana con Cd) (Fig. 52).

De los resultados mostrados en la Fig 52 y en la Tabla A10 se deduce que las tres cepas
utilizadas en el estudio como cepas controles (SB1969, CU428 y SB210), la cepa GFPMTT1 vy las
cepas Cu-ADAP y Pb-ADAP presentan el mismo niimero de copias/ul para todos los genes MT
macronucleares, no mostrandose diferencias significativas entre las seis. En todas ellas, se
obtiene = 1 copia/ul para todos los genes analizados excepto para los genes MTT2/4, para los
gue se estiman = 2 copias/ul ya que realmente se trata de la suma de ambos genes (MTT2 +
MTT4) por no poder distinguirse mediante PCR (Fig. 52, Tabla A10). Por el contrario, en la cepa
Cd-ADAP se ha detectado un incremento del nimero de copias/ul que afecta exclusivamente a
los genes MTT1, MTT3 y CYCLIC (= 5-6 veces mas con respecto a la cepa control SB1969) (Fig.
52). Estos tres genes estan localizados muy proximos entre si en el mismo subfragmento
cromosomico macronuclear (derivado del brazo izquierdo del cromosoma 4 micronuclear). Sin
embargo, en esta cepa Cd-ADAP se mantiene el mismo nimero de copias/pul para los genes
MTT2/4, MTT5 y actina (ACT) previamente mencionado para el resto de cepas analizadas.

Con el fin de dilucidar si el nimero extra de copias de los genes MTT1 y MTT3 se mantiene
independientemente de la presion selectiva inducida por el metal, el andlisis de PCR
cuantitativa se repitid tras mantener la cepa Cd-ADAP durante 1, 7 6 10 meses sin exposicion a
metal. En la cepa Cd-ADAP (-1M) se reduce aproximadamente a la mitad (unas 3 copias/ul) el
nimero de copias/ul para estos genes (MTT1, MTT3 y CYCLIC) con respecto a los valores
calculados en la cepa Cd-ADAP original (expuesta constantemente a Cd**) (Fig. 52). Tras 7
meses sin metal [cepa Cd-ADAP (-7M)], el nimero de copias/pl de estos tres genes ya ha
disminuido hasta ser el mismo que el calculado en las cepas control (=1 copia/ul) (Fig. 52). Por
ultimo, con el fin de conocer si el aumento selectivo del nimero de copias/ul de los genes
MTT1, MTT3 y CYCLIC se trata de un proceso reversible, se mantuvieron las células Cd-ADAP
durante 10 meses en ausencia de metal (células control) y, posteriormente, se expusieron de
nuevo a la méaxima concentracién tolerada (MCT) de Cd** durante una semana. Las células
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control (Cd-ADAP mantenidas durante 10 meses sin ninguna exposicién a metal) presentaban
= 1 copia/ul de los genes MTT1, MTT3 y CYCLIC al igual que el resto de las cepas analizadas
(Fig. 52). Sin embargo, al volver a exponer a estas células a la MCT de Cd** durante 1 semana
se observa que el numero de copias/ul de estos tres genes aumenta de nuevo
progresivamente hasta alcanzarse valores de =3 copias/ul (Fig. 52).

También se calculd el nimero de copias/ul de los genes codificantes de MTs en las cepas
KO y/o KD. Los resultados corroboraron que las cepas MTT1KO y MTT1KO+MTT5KD habian
perdido todas las copias del gen MTT1 (Fig. 53, Tabla A10) y eran, por consiguiente, knockout
(KO) estables para este gen. Sin embargo, el gen MTT5 parece ser un gen esencial ya que no
fue posible eliminar por completo todas las copias de este gen del macrontcleo, por lo que las
cepas obtenidas se consideran cepas knockdown (KD) para este gen (MTTS5KD vy
MTT1KO+MTT5KD). Se detectaron 0,012 y 0,071 copias/ul del gen MTT5 en las cepas MTT5KD
y MTT1KO+MTT5KD, respectivamente (Tabla A10). Si consideramos que el valor definido como
1 copia/ul se corresponde con una dotacidon subcromosémica macronuclear de = 45n en T.
thermophila (Prescott, 1994), 0,012 copias/ul se corresponderian con = 1n y 0,071 copias/pl
con = 3n. Por lo tanto, en las cepas knockdown se ha conseguido reducir considerablemente el
nimero de copias/ul para el gen MTT5 pero no se han podido eliminar por completo todas las
copias de este gen vy, por ello, la mutacidn podria revertir, recuperdndose de nuevo
progresivamente el nimero de copias/pl del gen MTT5. Para evitar esta reversion, estas dos
cepas se conservan expuestas de manera constante a altas dosis de paromomicina (Pm) (800
pg/ml) (MTT5KD) o cicloheximida (CHX) (60 pug/ml) (MTT1KO+MTT5KD), con el fin de mantener
a niveles minimos el nimero de copias/ul del gen MTT5. De hecho, en otro ensayo, las cepas
MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD se mantuvieron durante una semana en el medio PP210 en
ausencia de estos antibioticos y se calculd, de nuevo, el nimero de copias/ul del gen MTT5 en
ambas cepas. Se observa que, al eliminar la presidn selectiva de los antibidticos, el nimero de
copias/ul del gen MTT5 comienza a subir de nuevo, alcanzandose valores de = 0,55-0,61
copias/ul (= 23-27n) en ambas cepas mutantes tras sélo una semana.
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C.5. Aislamiento y caracterizacion de dos nuevas isoformas génicas de metalotioneinas

(MTT1a y MTT1b) derivadas por recombinacion homoéloga a partir del gen MTT1 en la

cepa MTT5KD

En la cepa MTT5KD se detecté un aumento selectivo del nimero de copias/ul del gen MTT1
(= 2x con respecto a la cepa control) (Fig. 53, Tabla A10). Sin embargo, y a diferencia de lo que
ocurria en la cepa Cd-ADAP (Fig. 52), en este caso los genes MTT3 y CYCLIC mantenian los
mismos niveles que en las cepas control (sin aumentar su ndmero de copias en el
macronucleo) y, por consiguiente, el aumento del nimero de copias del gen MTT1 no podia
explicarse por procesos de amplificacion diferencial de un subfragmento cromosdémico
completo, tal y como ocurria en la cepa Cd-ADAP (Fig. 52).

Con el fin de intentar dilucidar el origen de este mayor nimero de copias que afecta
exclusivamente al gen MTT1 en la cepa MTT5KD, se amplific6 mediante una PCR estandar el
ORF completo de este gen y los resultados se analizaron en una electroforesis estandar de
ADN (Fig. 54). Como se puede apreciar en la Fig. 54, ademds de la banda correspondiente al
gen MTT1 original (489 pb), se detectaron al menos dos bandas mas, correspondientes a
amplicones mas cortos y menos abundantes (Fig. 54). Estas dos nuevas bandas fueron
extraidas del gel, clonadas y secuenciadas. Tras su secuenciacion se comprobdé que se
correspondian con dos nuevas isoformas génicas (que hemos denominado como MTT1a y
MTT1b) derivadas por recombinacién homéloga del gen original MTT1 en la cepa MTT5KD. El
nuevo gen MTT1a tiene una longitud de 321 pb (ha perdido 168 pb del gen MTT1 original) y el
nuevo gen MTT1b tiene sélo 150 pb, por lo que ha perdido 339 pb con respecto al gen original,
aproximadamente el doble que el gen MTT1a.

Fig. 54. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones obtenidos a partir del gen MTT1 en diferentes
cepas. 1, 4 y 9: Marcador de tamafio 1Kb Plus DNA Ladder (Life Technologies). 2 y 3: Amplicones
obtenidos a partir ADN gendmico de la cepa MTT5KD. 5: Amplicones obtenidos a partir de muestras de
ADNCc de la cepa SB1969 (control). 6: Amplicones obtenidos a partir de muestras de ADNc de la cepa
MTT5KD (aisladas en ausencia de metal). 7 y 8: Amplicones obtenidos a partir de muestras de ADNc
extraidas de la cepa MTT5KD (tras tratamientos de 1h con cd* 44,5 y 50 uM, respectivamente). Las
flechas indican las bandas correspondientes a los ORFs de los genes MTT1 original (489 pb), MTT1a (321
pb) y MTT1b (150 pb); estos dos ultimos Unicamente se pueden detectar en los pocillos 2, 3, 7 y 8.

Estas dos nuevas isoformas, o versiones mas cortas de la MTT1, muestran un 100% de
identidad en sus secuencias aminoacidicas con la MTT1 original, asi como un 84% (MTT1a) y un
86% (MTT1b) de identidad con la MTT3, respectivamente (Fig. 55). Esto también se pone de
manifiesto en el arbol filogenético construido con las secuencias aminoacidicas inferidas de
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estos genes, donde se muestra una total identidad entre estas dos nuevas isoformas y la MTT1
original (Fig. 56).

MTT1 MDKVNSCCCGVNAKPCCTDPNSGCCCVSKTDNCCKSDTKECCTGTGEGCK
MTTla MDKVNSCCCGVNAKPCCTDPNSGC—-——=—==———=————————————————
MTT1lb MDKVNSCCCGVNAKPCC--——-—————————————————————————————
MTT3 MEKINNSCCGENTKICCTDLNRQCNCACKTDNCCKPETNECCTDTLEGCK
*:*:*._*** *:‘k * %
MTT1 CVNCKCCKPQANCCCGVNAKPCCFDPNSGCCCVSKTNNCCKSDTKECCTG
MTTla ——————mmm o m—— CCVSKTDNCCKSDTKECCTG
MTTlb = — o m o e e
MTT3 CVDCKCCKSHVTCCHGVNVKSSCLDPNSGYQCASKTDNCCKSDTKECCTG
MTT1 TGEGCKCTSCQCCKPVQQGCCCGDKAKACCTDPNSGCCCSNKANKCCDAT
MTTla TGEGCKCTSCQCCKPVQQGCCCGDKAKACCTDPNSGCCCSNKANKCCDAT
MTTlb = —mmmmmmmm e TDPNSGCCCSNKANKCCDAT
MTT3 TQEGCKCTNCQCYKQAQQGCCCGDKAKACCTDPNSGCCCSNKANKCCDAT
EE I Rk I b I R b b b i b
MTT1 SKQECQTCQCCK
MTTla SKQECQTCQCCK
MTT1lb SKQECQTCQCCK
MTT3 SKKECQVCQCCK
**:***.*****

Fig. 55. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de las CdAMTs MTT1, MTT1a, MTT1b
(nuevas isoformas en la cepa MTT5KD) y MTT3. Los residuos de cisteina aparecen sombreados en
amarillo.

MTT1a
100 | MTT1b
| MTT1

—— MTT3

MTT5

0.1

Fig. 56. Arbol filogenético de las CAMTs descritas en T. thermophila, incluyendo las dos nuevas isoformas
(MTT1a y MTT1b) encontradas en la cepa MTT5KD. Este arbol se construyé con el programa MEGA 5.01
utilizando el método de maxima verosimilitud. La longitud de cada rama sigue la escala indicada.

Por ultimo, con el fin de determinar si estas dos nuevas isoformas génicas eran realmente
funcionales en la cepa MTT5KD vy, por tanto, se expresaban ante una situacion de estrés, se
trataron varios cultivos con Cd** (44,5 y 50 uM) durante 1h, se extrajeron las muestras de ARN
total y se obtuvieron los ADNc correspondientes a estas dos nuevas isoformas de MTT1
(Fig.54). Asi se corroboré que estas dos nuevas isoformas de MTs no sélo aparecian de manera
exclusiva en el genoma de la cepa MTT5KD sino que, en condiciones de estrés por Cd**, éstas
eran capaces de expresarse y, por tanto, eran funcionales. Las secuencias de los ADNc de las
nuevas isoformas (incluyendo sus regiones 3'UTRs) se muestran en el Anexo Il y sus nimeros
de acceso de la base de datos GenBank se recogen en la Tabla A2 del Anexo I.
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D.- FACTORES DE TRANSCRIPCION DEL TIPO AP-1 (bZIP) COMO POSIBLES
REGULADORES DE LA EXPRESION GENICA DE LAS MTs DE Tetrahymena
thermophila

D.1. Identificacion y caracterizacion estructural de los factores de transcripcion del tipo
AP-1 localizados en el genoma de diferentes especies de Tetrahymena

El genoma macronuclear de T. thermophila presenta cuatro genes identificados como
codificantes de cuatro factores de transcripcidon pertenecientes a la superfamilia bZIP. Estos
genes han sido denominados TthebZIP1, TthebZIP2, TthebZIP3 y TthebZIP4 (Tabla 29). Ademas,
hemos buscado genes ortélogos a estos genes bZIP de T. thermophila en los genomas
macronucleares de T. borealis, T. elliotti y T. malaccensis (recientemente secuenciados) y
hemos podido identificar cuatro posibles factores de transcripcién del tipo AP-1 en cada una
de estas tres especies de Tetrahymena. Las principales caracteristicas de estos factores de
transcripcién y sus nimeros de acceso en la base de datos de Tetrahymena (Tetrahymena
Genome Database Wiki: http://ciliate.org) aparecen recogidos en la Tabla 29.

El analisis comparativo de estos genes nos muestra que cada gen identificado en T.
thermophila parece tener su ortdlogo en las otras tres especies, presentando caracteristicas
comunes entre si. Todos estos genes presentan intrones en un nimero variable, desde sélo 2
(como en el caso de TthebzZIP2, ThorbZIP3, TmalabZIP2 y TellibZIP2) hasta 11 (TthebZIP3,
TborbZIP4, TmalabZIP3 vy TellibZIP3) (Tabla 29). Las proteinas presentan tamafios
comprendidos entre 500 y 746 aa y, en cada una de las especies analizadas, se distinguen dos
proteinas de menor tamafio (= 500-550 aa) y otras dos de mayor tamafio (= 700-746 aa) (Tabla
29).

Las proteinas pertenecientes a la superfamilia bZIP (Basic leucine zipper) se caracterizan por
presentar un dominio caracteristico formado por una regién rica en aminodacidos basicos
(regidn basica) y un motivo denominado "cremallera de leucina". En general, pocos residuos se
conservan de manera estricta en las regiones basicas. Sin embargo, las cremalleras de leucina
si suelen tener un patrén mas conservado y normalmente estdn compuestas por cuatro o mas
residuos de leucina que se repiten cada 6 aminoacidos (Hurst, 1995). A partir del andlisis in
silico llevado a cabo con estos 16 genes, se observa que todas las secuencias aminoacidicas
inferidas presentan el dominio bZIP, similar al identificado en las secuencias de otros factores
bZIP descritos en algunos organismos modelo, tales como: H. sapiens, C. elegans, M. musculus
o R. norvegicus (Fig. 57).

Algunas de las secuencias analizadas, tales como TthebZIP2, TborbZIP3, TmalabZIP2 o
TellibZIP2, presentan repeticiones de leucina (L) distribuidas de manera muy estricta en su
dominio bZIP, observandose en total cinco residuos de este aminoacido distribuidos cada 6
aminodcidos de manera exacta (Fig. 57). Esto también se cumple en algunas de las secuencias
de factores bZIP descritas en especies modelo, como son: HsapFOS, MmusJUN-B o RnorATF3
(Fig. 57). Sin embargo, en otros casos este patron de leucinas no esta tan conservado y algunos
residuos no aparecen en la misma posicién o son sustituidos por otros aminodcidos alifaticos
como valina, alanina o isoleucina, formando una conformacion mas flexible. Esto ultimo
también ocurre en los factores de transcripcién bZIP FOS1 y JUN-1B descritos en el nematodo
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C. elegans, asi como en la mayoria de los factores de transcripcién encontrados en las cuatro

especies de Tetrahymena (Fig. 57).

Tabla 29. Caracteristicas estructurales de los genes bZIP presentes en el genoma de diferentes especies

del género Tetrahymena

Especie Nombre del N2 de acceso Longitud total | Longitud del | Longitud de la MM
P gen j del gen (pb) ORF (pb) proteina (aa) (KDa)
TthebZIP1 TTHERM_00442410 (6 ?é;:_lg;lln) 1.755 584 66,9
TthebZIP2 TTHERM_00245720 (3 é;(?725ln) 1.524 507 59,3
T. thermophila -
TthebZIP3 TTHERM_00442930 3.242 2.199 732 84,2
(12 Ex; 11 In)
TthebZIP4 TTHERM_ 00349090 (8 Ef678In) 2.181 726 84,6
ThorbZIP1 EI9_12572.1 (6 i;(z'wSSIn) 1.788 595 68,1
ThorbZIP3 EI9_00516.1 2.138 1.566 521 60,7
T. borealis (3 Ex; 21n)
) 3.481
Ti ZIP4 . .
borb EI9_12630.1 (12 Ex; 11 In) 2.241 746 85,7
ThorbZIP2 EI9_09817.1 2.986 2.205 734 85,1
(8 Ex; 7 In)
TmalabZIP1 EIA_12351.1 3.492 1.761 586 67,1
(6 Ex; 5 In)
TmalabZIP2 EIA_03662.1 1.901 1.506 501 58,4
T. malaccensis 8 gxl’ 52 4In)
TmalabZIP3 EIA_12297.1 : 2.2
mala IA_12297 (12 Ex; 11 In) 08 735 84,4
TmalabZIP4 EIA_09172.1 2.862 2.184 727 84,6
(8 Ex; 7 In)
TellibZIP1 El7_15490.1 3.386 1.767 588 67,6
(6 Ex; 5 In)
TellibzZIP2 El7_01112.1 1.969 1.536 511 59,8
T. elliotti - (8B 21n)
) 3.081
TellibZIP. . .
ellibZIP3 El7_15548.1 (12 Ex; 11In) 2.202 733 84,3
TellibzIP4 El7_14928.1 2.869 2.190 729 85,1
(8 Ex; 7 In)

Los numeros de acceso se corresponden a los obtenidos de la base de datos del genoma de

Tetrahymena (Tetrahymena Genome Database Wiki). pb: pares de bases. Ex: exones. In: intrones. MM:

masa molecular de la proteina (KDa). Los diferentes colores indican el homdlogo correspondiente

presente en cada especie de Tetrahymena.
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Region basica Cremallera de leucina
A A

s N N
TthebzIP1l 293 --HQOFFIVMOMI (AYISKLEQDKEDFLLESTELRQQLNESQKEVANEKNKNELLQ
TthebZIP2 277 --LEY INQTENLEMNVDQLKQENQDLKVQVANLSAQNKRLLDEVEYFR
TthebzIP3 250 (IYIDLLEKKVTELTKEIEEVMCVYIEKSQSGISSMLSHNPYLR
TthebZIP4 322 1IYIELLEKKISELTNQIEEQCVNIEKSQKEICK!LDNYTH!K
TborbZzIP1 303 AYISKLEQDKEDYLLESIDIRDQIKEHFOQOSMANEKSKNELLO
TborbZIP2 328 \IYIELLEKKITELTSQIEEQCVNIEKSQKEICKMVDNY THHK
TborbzIP3 278 --LEY[RJ INQAESLESNVDQLKQENQELKVQVANLSAQNKRLRDEVEYFR
TborbZIP4 261 [EGDDSQEN \IYIDLLEKKVTELTKEIEEVUCVYIEKSQSGISSHLSHNPYLR
TmalabZIP1 295  --00 (AYTSKLEQDKEDFLLESTIELREQLNESQKEVANEKSKNELLQ
TmalabZIP2 279 --IEY INQTENLEMNVDQLKQENQDLKVQVANLSAQNKRLLDEVEYLR
TmalabZIP3 251 (IYIDLLEKKVTELTKEIEEVMCVYIEKSQSGISSMLSHNPYLR
TmalabZIP4 323 1IYIELLEKKISELTNQIEEQCVNIEKSQKEICK!LDNYTH!K
TellibZIP1 296 (AYTSKLEQDKEDFLLESTELRQQLNESQKEVANEKSKNELLQ
TellibZIP2 282 INQTENLEMNVDQLKQENQDLKVQVANLSAQNKRLLDEVEYFR
TellibZIP3 252 (IYIDLLEKKVTELTKEIEEVMCVYIEKSQSGISSMLSHNPYLR
TellibZIP4 323 1IYIELLEKKISELTSQIEEQCVNIEKSQKEICK!LDNYTH!K
HsapFOS 136 ——EEERSINTISNEI N VAR (CIANIE L TDTLOAETDOQLEDEKSALQTEIANLLKEKEKLEF I —————
CeleF0S-1 162  ——DDDSILIAN0ININE AR NCINOINAN T DLMKELQDQVNDFKNSNDKKMAE CNNBRNKLNSLKNY —————
MmusJUN-B 264
CeleJUN-1B 224 ——ERGSALEREEANSOBEA TINCINOAM DN T KELEEQVLHEKHRGORLDAELLELNRALEHFRRT —————
MmusATF2 264 ——-ERTISVEIRIANTISNIN T AR TIACIRANN L ERNTARLEDKVKTLKAENAGLS SAAGLLREQVAQLKQK—=——~
RnorATFE3 85  ——EDERINEI NN T A (CINNEGEISNTECLOKESEKLESVNAELKAQIEELKNEKQHL I YM—————

Fig. 57. Alineamiento multiple parcial de las secuencias aminoacidicas de los factores de transcripcion
del tipo AP-1 de cuatro especies de Tetrahymena junto con otros factores de transcripcion de la
superfamilia bZIP de diferentes organismos modelo. Se muestran la regidon basica y la cremallera de
leucina. Los residuos mas conservados estan sombreados en diferentes colores: Lys (K) en verde oscuro,
Arg (R) en azul oscuro, Ser (S) en amarillo, Asn (N) en fucsia, Ala (A) en rojo, Leu (L) en azul claro, Val (V)
en verde claro e lle (I) en violeta. Tthe: T. thermophila; Thor: T. borealis; Tmala: T. malaccensis; Telli: T.
elliotti; HsapFOS: proteina FOS de Homo sapiens; CeleFOS-1: proteina FOS-1 de Caenorhabditis elegans;
MusJUN-1B: proteina JUN-1B de Mus musculus; RnorATF3: proteina ATF3 de Rattus norvegicus. Los
nameros (a la izquierda) indican la posicién del primer residuo mostrado en el alineamiento parcial. Los
numeros de acceso de todas la secuencias aparecen recogidos en la Tabla A5 del Anexo I.

Independientemente de lo estricto que sea este patrén de Leu, el programa informatico
COILS (Lupas et al., 1991) predice en todas las secuencias de los factores de transcripcion de
las especies de Tetrahymena analizadas la presencia de uno o dos motivos potenciales de
dimerizacién, capaces de dar lugar a estructuras del tipo coiled-coil o de stper-hélice (Tabla 30,
Fig. 58). Sin embargo, el programa 2ZIP Server (Bornberg-Bauer et al., 1988) es mas exigente y
diferencia entre auténticas cremalleras de leucina (definidas sdlo si el patrén de Leu se adapta
de manera estricta al esperado, tal y como sucede en las secuencias TthebZIP2, TborbZIP3,
TmalabZIP2, TellibZIP2, HsapFOS, MmusJUN-B o RnorATF3) (Tabla 30) y otros motivos capaces
de formar estructuras del tipo coiled-coil, que permiten la dimerizacidon de dos proteinas pero
que carecen de un patrén estricto de Leu (Tabla 30). En definitiva, los resultados obtenidos con
estos dos programas corroboran la presencia y la localizacion concreta de los posibles
dominios de dimerizacion en las secuencias de todos los factores de transcripciéon AP-1
descritos en las diferentes especies de Tetrahymena (Tabla 30, Figs. 57 y 58).
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Tabla 30. Identificacion de auténticas cremalleras de leucina y de otros motivos posiblemente
relacionados con la dimerizacién y la formacion de estructuras coiled-coil mediante los programas 2ZIP

Servery COILS Server
Especie Nombre del | Presencia de auténticas | Localizacion | Zona de posible Localizacion
P factor bzIP cremallera de leucina™ (aa) dimerizacién'® (aa)

144-178
TthebZIP1 NO - SI(2) 319-374*

T. thermophila TthebZIP2 Sl (1) 306-334 SI (1) 288-344
TthebZIP3 NO - SI (1) 257-291

TthebZIP4 NO - SI (1) 334-375

146-173
TborbZIP1 NO - SI(2) 329-384*

, 208-235
T. borealis TborbZIP2 NO - SI(2) 339.380*
TborbZIP3 SI (1) 307-335 SI (1) 290-352

TborbZIP4 NO - SI(1) 268-302

145-179
TmalabzIP1 NO - SI(2) 321-376*

T. malaccensis TmalabZIP2 SI(1) 308-343 SI(1) 291-346
’ TmalabzIP3 NO - SI (1) 259-293
201-231
TmalabzIP4 NO - SI(2) 335.376*

TellibZIP1 NO - SI (1) 322-377

TellibzIP2 SI (1) 311-339 SI(1) 294-349

T. elliotti TellibzIP3 NO - SI (1) 243-291

. 201-231
TellibZIP4 NO - SI(2) 335.376*

H. sapiens HsapFOS SI (1) 165-193 SI (1) 151-193
C. eleaans CeleFOS-1 NO - SI(1) 188-236

- eleg CeleJUN-1B NO - Sl (1) 243-277
M. musculus MmusJUN-B SI (1) 293-321 SI (1) 263-324
R. norvegicus RnorATF3 SI(1) 114-142 SI(1) 84-145

g programa 2ZIP Server identifica como auténticas cremalleras de leucina sélo aquellos motivos que
presentan un patrdén estricto para este aminodcido. Se indica entre paréntesis el nUmero de posibles
cremalleras de leucina que presenta cada secuencia y su localizacion. @ En aquellas secuencias en que el
patron de Leu es menos estricto, el programa 2ZIP Server identifica posibles zonas de dimerizacién o de
formacion de estructuras del tipo coiled-coil. Se indica entre paréntesis el nimero de estos motivos para
cada secuencia y su localizaciéon. En los casos en que si se identifican auténticas cremalleras de leucina,
éstas se definen igualmente dentro de una posible zona de dimerizacién. Por otro lado, el programa
COILS identifica todas las posibles regiones que pueden formar estructuras del tipo coiled-coil en
general. Con un asterisco se sefialan los motivos que con una mayor probabilidad se corresponden con
zonas de posible dimerizacidon segun el programa COILS y corroboradas por el alineamiento multiple
realizado (Fig. 57).

Por otro lado, mediante el programa PSIPRED se analizé la estructura secundaria de las
secuencias aminoacidicas de todos los nuevos factores bZIP considerados en este estudio y se
observé que todos ellos presentan una estructura en a-hélice en sus hipotéticos motivos bZIP
(Fig. 59).

161




002 aa3 oac sab uie ooz a1 [ ez aae aas soc oob G0z ooz oot o 9ss  @es  esy @@y @S  ee  @sz 002 @3l @Br 03 [l 003 soc s o0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T - - T
e e r e F = ° a o j TW
e t 20 RER

<

P - ? !
i : Tdizaeew |-

ydizqejew] 4 [ edizgejew] 1° e A ¢dlzgejew] g

pl=noputn

pianoputn

pl=mopuin

905 o0 008 oz aaT o w03 o5 00y aas o0z o0t o 08 02 aes aes aav a0z a0z 001 o 009 a0s oot o0c 002 oot
I F _||4UJ1|_UT o r “_ﬁ||.|||ﬂ‘ o - i 0 T e e
qee E ER:] ER) E EER:]

<+ ﬁ -

4! {a% L oo 8 H 4
Tdiza40qL
. bdIZQoaL 1+ |k e €dIZAOAL | | [ e edizqioql 4o by ik

bT=nopUTn
h

si=noputn

pr=nopurn bT=nopuLn

Resultados

002 83 003 L3 s a6z 601 a oas ) 003 005 aar sas a0z 58 o 009 s oo ot 52 a1 [l ) oo vy oo
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
et = at A ° r = AE :ﬁ ° J e 8 r JJH\J
e 3 e R F

iRz ZdIZBYWL |0 || TdIZ9PYiL |

S pdIZOBYIL | s €d1Zgayal 1 — s

pr=nopuTM

pi=nopurn

162




Resultados

Coils output for unknoun Cot1s output for unknoun
'+ TellibZIP1 't TellibZIP2 T
sl ] 0.5
el 0.6
a4 [ 0.4
R I L i . fiamst A b
. 10 e wm T o T . 10 2 am IS s oo
Coils output for unknoun Coils output for unknoun
:r TellibZIP3 - TellibZIP4 1
0. - ] sl — i
el 0. b i
sl o b J
ozl . ]
L | |
. Lo ™ o <o ™ o o N . I ™ wan e e o BN w0

Fig. 58. Representacion grafica de los resultados obtenidos con el programa informatico COILS sobre las
posibles regiones implicadas en la formacion de estructuras coiled-coil para todos los posibles factores
de transcripcién bZIP identificados en las cuatro especies de Tetrahymena. Cada grafico muestra las
regiones de cada secuencia aminoacidica capaces de interaccionar con otra proteina (mondmero) bZIP
para formar estructuras del tipo coiled-coil y la probabilidad de que estas regiones se correspondan con
zonas de dimerizacion. Con una flecha roja se indican las regiones que presentan una mayor
probabilidad para dimerizar y formar estructuras coiled-coil. Tthe: T. thermophila; Tbor: T. borealis;
Tmala: T. malaccensis; Telli: T. elliotti.
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Fig. 59. Ejemplos de las estructuras secundarias obtenidas con el programa PSIPRED, inferidas a partir de
las secuencias aminoacidicas de cada uno de los factores de transcripcion AP-1. Aqui solo se muestran
las estructuras correspondientes a los motivos bZIP de las proteinas TthebZIP2 y TborbZIP4. Los cilindros
rosas indican la posicion de las a-hélices y las barras azules el nivel de confianza de la prediccion (véase
la leyenda).
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Mediante el programa informatico Phyre2 se pudieron predecir las estructuras
tridimensionales (3D) de estas proteinas bZIP. Este programa compara las secuencias
aminoacidicas de las nuevas proteinas con las de otras proteinas cuya estructura 3D se ha
dilucidado previamente por difraccién de rayos X o por resonancia magnética nuclear y con las
gue presentan cierta homologia. Actualmente, se conocen muy pocas estructuras 3D de
factores de transcripcion del tipo bZIP obtenidas experimentalmente y, por lo tanto, muy
pocas de estas proteinas fueron modeladas con una elevada precision (superior al 90%).

De las proteinas TmalabZIP1, CeleJUN-1B y MmusJUn-B sélo se modelaron con una gran
precision el 14%, 25% y 28% de sus cadenas aminoacidicas respectivamente. En las demas
proteinas, las estructuras inferidas por el programa no garantizan para ninguno de sus
aminoacidos (0%) una gran precision en la obtenciéon de sus hipotéticas estructuras 3D. A pesar
de ello, a partir de las estructuras obtenidas por el programa, se observa que estas proteinas
presentan una estructura mas o menos globular, disponiéndose los motivos bZIP en una regién
con configuracion en a-hélice (tal y como se habia predicho con el programa PSIPRED).
Ademas, en general, esta estructura en a-hélice estd expuesta en la superficie de la proteina
(Fig. 60) tal y como se observa claramente en el caso de los factores TborbZIP1, ThorbZIP2,
TborbZIP3, ThorbZIP4, TellibZIP1, TellibZIP2, TmalabZIP2, TmalabZIP4, TthebZIP2 o HsapFOS;
igualmente los residuos de leucina (en morado) tienden a situarse en la misma posicion
rotacional (Figs. 60y 61).

RnorATF3

TthebZIP2

Fig. 61. Estructura en a-hélice de los motivos bZIP de los factores de transcripcion del tipo AP-1. (Ay B):
Estructuras en a-hélice correspondientes a los motivos bZIP de los factores de transcripcion RnorATF3
(A) y TthebZIP2 (B). En amarillo se muestran los residuos de leucina (Leu) que forman parte de la
cremallera de leucina y su posicion respecto a la secuencia aminoacidica total, todos estos residuos se
disponen en la misma posicién rotacional. (C): Homodimero formado por la uniéon de dos monémeros
del factor de transcripcién JUN (Nimero de acceso del Protein Data Bank (PDB): 2H7H), que se asocia a
una molécula de ADN para regular su expresion a nivel transcripcional.
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En otros casos, estas proteinas parecen presentar una estructura compuesta por uno o dos
dominios globulares de desigual tamafio conectados por una a-hélice, tal y como se observa
en los factores TellibZIP1, TmalabzIP3, TthebZIP2, CeleJUN-1B o MmusJUN-B. En estos tres
ultimos ejemplos, el motivo bZIP se localiza en la a-hélice que conecta los dos motivos
globulares (Fig. 60).

Por otro lado, las cremalleras de leucina también se relacionan con la capacidad de estas
proteinas para formar homo- o heterodimeros con otras proteinas (mondmeros) de esta
misma familia bZIP, dando lugar a las estructuras del tipo coiled-coil. En la Fig. 61C podemos
observar el homodimero compuesto por la unidn de dos proteinas JUN (NUmero de acceso del
Protein Data Bank (PDB): 2H7H), que se asocian entre si a través de sus cremalleras de leucina.
Las formas diméricas son capaces de interaccionar con las moléculas de ADN a través de sus
regiones basicas (Fig. 57), participando en los procesos de regulacion de la expresion génica a
nivel transcripcional.

Mediante el programa informatico bZIP coiled-coil scoring form (Fong et al., 2004) se
pueden predecir las interacciones mas probables entre las regiones coiled-coil de los diferentes
factores de la familia bZIP vy, asi, establecer mediante un estudio in silico la probabilidad para
cada factor bZIP de formar homo- o heterodimeros. En la Tabla 31 se muestran las
puntuaciones obtenidas en cada una de las especies de Tetrahymena analizadas para todas las
posibles interacciones entre los motivos bZIP de los cuatro posibles factores de transcripcion.
Es importante tener en cuenta que cuanto mayor es la puntuacién obtenida por el programa,
mas probable es una determinada interaccién y, por tanto, la formacién de homo- o
heterodimeros. Los valores negativos son considerados como interacciones no éptimas.

En todas las especies de Tetrahymena analizadas se establece preferentemente la
formacién de homodimeros frente a la formacién de heterodimeros (Tabla 31), principalmente
para los factores denominados como bZIP1, bZIP2 y bZIP3. Por otro lado, los factores bZIP4
pueden formar tanto homodimeros como heterodimeros en cualquiera de las especies de
Tetrahymena (Tabla 31). Por ejemplo, el factor bZIP4 de T. thermophila tiene una mayor
probabilidad de formar un heterodimero con el factor bZIP3 que un homodimero consigo
mismo. En las especies T. elliotti y T. malaccensis ocurre algo similar, ya que sus factores bZIP4
tienen una mayor probabilidad de formar un heterodimero con el factor bZIP3
correspondiente que de constituir un homodimero consigo mismos (Tabla 31). Sin embargo, el
factor bZIP4 de T. borealis tiene una mayor probabilidad de formar homodimeros consigo
mismo que con el factor bZIP2 de la misma especie. De esta forma, dentro de una misma
especie se podrian formar los siguientes heterodimeros: TthebZIP3-TthebZIP4, TborbZIP2-
TborbzIP4, TellibZIP3-TellibZIP4 o TmalabZIP3-TmalabZIP4 (Tabla 31). Por el contrario, algunos
factores parecen no presentar un motivo bZIP éptimo para la interaccién con otros factores
diferentes, como es el caso de TthebZIP2, TborbZIP3, TellibZIP1, TellibZIP2 o TmalabZIP2, a los
que el programa asigna puntuaciones negativas o muy bajas al enfrentarlos con los motivos
bZIP de las otras tres isoformas descritas (Tabla 31). Finalmente, observamos que los valores
mas negativos los muestra, en casi todos los casos, el factor bZIP1 (independiente de la especie
de Tetrahymena), confirmando asi su predisposicion preferente a formar homodimeros
consigo mismo (Tabla 31).
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Tabla 31. Puntuaciones obtenidas con el programa bZIP coiled-coil scoring form para definir las
interacciones mas probables entre los diferentes factores de transcripcion bZIP (formas mondmericas)

analizados en este trabajo

T. thermophila

Interaccion TthebZIP1 TthebZIP2 TthebZIP3 TthebZIP4
TthebZIP1 43,89

TthebZIP2 -15,82 32,64

TthebZIP3 10,38 -7,16 29,32

TthebZIP4 8,63 0,25 23,14 20,33

T. borealis

Interaccion TborbzIP1 TborbzIP2 TbhorbzIP3 TborbZIP4
TborbzIP1 47,90

ThorbZIP2 9,93 23,57

ThorbZIP3 -13,96 8,01 23,72

TbhorbzIP4 11,67 23,20 -4,52 29,32

T. elliotti

Interaccion TellibzIP1 TellibZIP2 TellibZIP3 TellibZIP4
TellibZIP1 43,89

TellibZIP2 -16,82 32,64

TellibzIP3 -1,56 -7,16 29,32

TellibzIP4 8,63 0,25 23,14 20,33

T. malaccensis

Interaccion TmalabZIP1 TmalabZIP2 TmalabZIP3 TmalabzZIiP4
TmalabzZiP1 43,89

TmalabZiP2 -2,97 46,99

TmalabzIP3 10,32 -2,35 29,32

TmalabZiP4 8,63 -3,30 23,14 20,33

Se muestran las puntuaciones tanto de la interaccion entre dos mondmeros idénticos (formacidn de un
homodimero) como de dos monémeros diferentes (formacién de un heterodimero). Cuanto mayor sea
la puntuacién obtenida, mas probable es una determinada interaccion. Las puntuaciones mas elevadas
se destacan en rojo. Los valores negativos son identificados por el programa como interacciones no

optimas.

Finalmente, para los cuatro genes codificantes de los factores bZIP descritos en T.
thermophila, se identificaron mediante el programa MEME tres motivos conservados en sus
regiones 5'UTRs (potenciales promotores), posiblemente relacionados con la regulacién de la
expresion de estos genes (Tabla 32). Estos tres motivos conservados presentan las siguientes

secuencias consenso:

- Motivo 1: GCT [A/C/T] [G/C] [A/T] CT [T/G] [A/T] [C/G]

- Motivo 2: G [C/G] [C/G] TT [T/C] [C/G] C

- Motivo 3: [C/A] [T/C] C [A/G] A [G/C/A] T [A/C/T] [C/A/T] [A/G] [C/T] C [C/T] [A/C/T] [C/T]
[C/T] [A/G] A [A/T] [A/G/TT[C/A/TI T [C/T] [A/T] [G/C/T] A [A/C] [C/A]A
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Tabla 32. Motivos presentes en las regiones promotoras (5'UTRs) de los cuatro factores de transcripcion
AP-1 descritos en T. thermophila

Motivos identificados en las regiones 5'UTRs
Gen AP-1 N2 de cajas TATA Motivo 1 Motivo 2 Motivo 3
(5'TAATAA3') (posicion) (posicion) (posicion)
TthebzIP1 4 GCTAGACTGAC GCGTTTCC CTCAACTTCACCCACCAAAACTCTTACCA
(-565) (-926) (-307)
TthebZIP2 4 GCTTGACTTTG ) CTCAAGTATATCTACTGATATTTAGACAA
(-776) (-73)
GCTACTCTTTC GGCTTTGC CCCAAGTCAATCTCCTGATGATCTGAACA
TthebzIP3 12 (-2.691) (-1.994) (-1.509)
GCTCGTCTTAC GCCTTCCC ATCGAATACGCCCTTCAAATCTCACAACA
TthebZIP4 8 (-857) (-967) (-628)

(-): No existente. Se muestran las secuencias y la localizacién (entre paréntesis) respecto al inicio del
ORF de los tres motivos conservados identificados con el programa informatico MEME. Se sombrean en
amarillo los residuos comunes (totalmente conservados) para cada uno de los tres motivos descritos en
los cuatro genes AP-1.

Los cuatro genes bZIP tienen un solo motivo de cada uno de los tres tipos identificados. El
motivo 2 es el que presenta un mayor porcentaje (50%) de residuos conservados entre las
cuatro secuencias, seguido por el motivo 1 (45% de residuos totalmente conservados) v,
finalmente, el motivo 3 sélo mantiene idénticos el 28% de sus residuos en los cuatro genes AP-
1. El motivo 3 del gen TthebZIP2 es el que se localiza mas cercano (nucledtido -73) al inicio del
ORF de todos los motivos identificados en los cuatro genes bZIP (Tabla 32). Al mismo tiempo,
el motivo 3 es el mds extenso (29 pb) en comparacién con los otros dos motivos (el motivo 2
tiene 8 pb y el motivo 3 tiene 11 pb) (Tabla 32). Los motivos mas alejados del ORF son los
correspondientes al gen TthebZIP3. El motivo 2 esta ausente en el gen TthebZIP2, que a su vez
es el que tiene un mayor nimero de cajas TATA (Tabla 32). Estos 3 motivos se encuentran mas
alejados de la regidn codificante a medida que el gen bZIP presenta un mayor nimero de cajas
TATA en su regidn promotora. Por lo tanto, los motivos mdas cercanos al ORF son los de los
genes TthebZIP1 y TthebZIP2, con solo 4 cajas TATA (Tabla 32).

D.2. Analisis comparativo de la expresion de los genes codificantes de los cuatro factores
de transcripcion AP-1 descritos en T. thermophila

Hemos comparado los niveles de induccién relativa (calculados mediante RT-PCR
cuantitativa) de los genes codificantes de los cuatro factores de transcripcion AP-1 descritos en
T. thermophila (TthebZIP1, TthebZIP2, TthebZIP3 y TthebZIP4), tras el tratamiento (1 6 24h) de
cultivos celulares con tres metales pesados (Cd**, Cu** o Pb*). El estudio se ha realizado con
diferentes cepas: la cepa control SB1969, las tres cepas adaptadas a elevadas concentraciones
de metal (Cd-ADAP, Cu-ADAP y Pb-ADAP), las tres cepas knockout (KO) y/o knockdown (KD)
para los genes MTT1 y/o MTT5 (MTT1KO, MTT5KD, MTT1KO+MTT5KD) y las dos cepas
GFPMTT1 y GFPMTT5 que sobre-expresan los genes MTT1 o MTT5 (fusionados con la GFP),
respectivamente (Amaro et al., 2014).
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En las Figs. 62-65 se comparan los niveles de induccién relativa para estos cuatro genes
entre las diferentes cepas seleccionadas. Por consenso internacional en lo relativo a la técnica
de RT-PCR cuantitativa, se fija un valor minimo de 2 para considerar positivos los niveles de
induccion de la expresién de un gen; por debajo de 2 estos valores no se consideran como
induccion positiva, tal y como ocurre con muchos de los resultados obtenidos (Tabla A11 del
Anexo ).

El gen TthebZIP1 se induce principalmente tras el tratamiento con Cd*" (1 6 24h),
destacandose mayores niveles de induccién tras los tratamientos de 24h (Fig. 62).
Concretamente, se obtienen mayores niveles de induccion en las cepas MTT5KD, GFPMTTS y
Cd-ADAP. Sin embargo, este gen también se induce en presencia de Pb*" (24h) (como es en el
caso de la cepa control SB1969, la cepa GFPMTTS5 y la cepa MTT5KD) o incluso tras el
tratamiento con Cu®** (24h) (aunque con mucha menor intensidad), como se detecta
principalmente en la cepa MTT5KD. De esta forma, el ranking de induccidn para este gen es el
siguiente: Cd > Pb > Cu (Fig. 62, Tabla A11).

El gen TthebZIP2 destaca del resto por ser el que, en general, alcanza los mayores niveles
de induccidn de los cuatro genes codificantes de factores de transcripcidn del tipo AP-1 en T.
thermophila (Fig. 63). Al igual que ocurre en el gen TthebZIP1, en general, los valores de
induccion de este gen son mayores tras los tratamientos de 24h. Destaca enormemente su
inducciéon por Cu** (24h) en la cepa Cd-ADAP. En el resto de las cepas en que este gen se
induce (Cu-ADAP, Pb-ADAP, GFPMTT5, GFPMTT1 y MTT1KO+MTT5KD), se observa una mayor
respuesta tras el tratamiento con Cd** (24h) (Fig. 63, Tabla Al1l). En la cepa control SB1969
este gen se induce (aunque en menor medida) tras el tratamiento con Pb** (24h) (Fig. 63).

Por ultimo, los genes TthebZIP3 (Fig. 64) y TthebZIP4 (Fig. 65) alcanzan en general menores
niveles de induccidon (<10x) que los otros dos genes anteriormente mencionados. El gen
TthebZIP3 presenta sus mayores niveles de induccidn tras el tratamiento con Cd** (1 6 24h),
destacandose las cepas Cd-ADAP, Cu-ADAP GFPMTTS5, MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD v, tras la
exposicion a Pb®* (24h) principalmente en las cepas control SB1969, MTTSKD vy
MTT1KO+MTT5KD (Fig. 64, Tabla A11). Igualmente, existe cierta induccidn de este gen tras los
tratamientos con Cu®* en las cepas Cd-ADAP (1h) y MTT5KD (24h). El gen TthebZIP4 presenta
un patron de induccién de expresion bastante similar al gen TthebZIP3 frente al tratamiento
con Cd* pero, a diferencia de éste, el gen TthebZIP4 también se induce alcanzando niveles
moderados tras el tratamiento con Cu* (1 6 24h), destacandose las cepas Cd-ADAP, GFPMTT5,
control SB1969 y MTT5KD (Fig. 65, Tabla A11).
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Un andlisis comparativo de los patrones de induccién tanto bajo el estrés por metales como
en condiciones basales (sin metal) se muestra en la Fig. 66, donde, como ya se indico
previamente, solo se han considerado los valores > 2). De este anadlisis comparativo podemos
indicar los siguientes puntos:

- El gen TthebZIP2 tiende a encontrarse, en la mayoria de las cepas analizadas, en las
primeras posiciones (primera o segunda generalmente) de este ranking de los diferentes
patrones de induccidon de la expresién génica, independientemente del tratamiento
aplicado (Fig. 66). Sin embargo, una clara excepcién se observa en el caso de la cepa
MTT5KD, en la que, tras ninguno de los tratamientos aplicados, se obtienen valores
significativos de induccidon para este gen (Figs. 63 y 66). En esta misma cepa, por el
contrario, destaca el gen TthebZIP1, que se sitla en la primera posicion del ranking,
manteniéndose el mismo orden (bZIP1 > bZIP3 2 bZIP4) en todos los tratamientos (Fig. 66).

- El gen TthebZIP4 tiende a encontrarse en la ultima posicién del ranking tras los
tratamientos con Cd** o Pb** como patron consenso mayoritario, pero adopta una primera
o segunda posicidn tras los tratamientos con Cu®* (Fig. 66).

- Principalmente en las cepas adaptadas a metal, aunque no exclusivamente, se induce un
Unico factor AP-1 de los cuatro posibles como respuesta frente a un estrés por metal. Los
factores TthebZIP2 y TthebZIP4 son normalmente los que predominan en estos casos de
“respuesta Unica" frente a los genes TthebZIP1y TthebZIP3 (Fig. 66).

- Los genes TthebZIP1 y TthebZIP3 presentan un patron de induccidn menos definido,
induciéndose en menor medida pero ante casi todas las condiciones de estrés ensayadas. El
gen TthebZIP3 es, en general, el que presenta los mayores niveles de induccién tras los
tratamientos con plomo, pudiéndose localizar en el primer puesto. Este gen también puede
encontrarse en el Gltimo puesto tras los tratamientos con Cu®*) (Fig. 66).

Por otro lado, si analizamos cada una de las cepas de manera independiente y comparamos
los niveles de induccidn de los cuatro genes AP-1 en cada una de ellas (Figs. 62-66) podemos
destacar los siguientes resultados:

- En la cepa control SB1969, los genes TthebZIP1, TthebZIP2 y TthebZIP3 muestran un
patrén de induccion muy similar entre si, respondiendo principalmente a los tratamientos
con Pb* (24h) y Cd** (24h) (Fig. 62-64). Sin embargo, el gen TthebZIP4 presenta un patrén
muy diferente y responde principalmente frente a Cu®* (24h) y Cd** (24h) (Fig. 65).

- En la cepa Cd-ADAP destaca la expresion del gen TthebZIP2 en respuesta al tratamiento
con Cu® (24h) (Fig. 63). Los genes TthebZIP3 y TthebZIP4 presentan un patrén de induccién
muy similar, respondiendo principalmente a Cd** (24h) y Cu* (1h) (Figs. 64 y 65).
Finalmente, el gen TthebZIP1 se expresa principalmente en presencia de Cd*" (24h) (Fig.
62).
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PATRONES DE INDUCCION:

En presencia de Cd*":

Control

Cd-ADAP
Cu-ADAP

Pb-ADAP
GFPMTT5
GFPMTT1
MTT1KO

MTT5KD
MTT1KO+MTT5KD

bzIP1 ~ bZIP2 ~ bziP3 ~ BEIPA
bziP3 > BEIP4 > bzIP1 > bZIP2
bZIP2 > bZIP3 > BEIP4 > bzIP1
bziP2

bZIP2 > bZIP1 > bZIP3 > BEIP4
bZIP2 > bZIP3

bZIP1 ~ bZIP2 ~ bZIP3 ~ BEIRd
bzIP1 > bZIP3 >

bZIP2 > bZIP3 >'

. 2
En presencia de Cu®":

Control

Cd-ADAP
Cu-ADAP

Pb-ADAP
GFPMTTS
GFPMTT1
MTT1KO

MTT5KD
MTT1KO+MTT5KD

En presencia de Pb*":

B2IB4 > vzip1 N

bziP2 > BZIP4 > bZIP3 > bZIP1

bzIP2

B2IBE > bziP1 ~ bzIP3

bzIP2

bzIP2 > bziP1 > BEIEA

bZIP1 ~ bZIP3 ~ BEIP4
bzIP3

Control

Cd-ADAP
Cu-ADAP

Pb-ADAP
GFPMTTS
GFPMTT1
MTT1KO

MTT5KD
MTT1KO+MTT5KD

bZIP3 > bZIP2 ~ bZIP1
bZIP2 ~ bZIP3 ~ BEIPA

bzIP2

bZIP3 ~ bZIP1

Ningun valor positivo
bzIP2 > bzIP3 > BEZIP4

bziP1 > bZiP3 ~ BEIR4
bZIP3 > bZIP1 ~ bZIP2

S

/

\

S

NIVELES DE EXPRESION BASAL (sin exposicién a metal)

Control
Cd-ADAP
Cu-ADAP
Pb-ADAP
GFPMTTS
GFPMTT1
MTT1KO

MTT5KD
MTT1KO+MTT5KD

> bZIP1 = bZIP2 > bZIP3
= bZIP1 =~ bZIP2 > bZIP3
> bZIP1 > bZIP2 > bZIP3
> bZIP1 > bZIP2 > bZIP3
> bZIP1 > bZIP2 > bZIP3
> bZIP1 > bZIP2 > bZIP3
> bZIP1 ~ bZIP2 > bZIP3

B4 -~ bziP2 > bziP1 > bZIP3
B2IPd > bziP1 ~ bZIP2 > bZIP3

\

Patron consenso mayoritario:
bzIP2 > bzIP1 > bZIP3 > BEIP4

Patron consenso mayoritario:
bzip2 > BEI > bziP1 ~ bZIP3

Patron consenso mayoritario:
bZIP3 ~ bZIP2 > bzIP1 ~ BEIBA

Patron consenso mayoritario:
B2IB4 > vziP1 > bzIP2 > bZIP3

>

_/

Fig 66. Ranking de los niveles de expresidon basal (sin exposicion a metal) y de los valores de induccion
tras el tratamiento con Cd>, Cu®* o Pb™ (1 6 24h) para los cuatro genes codificantes de factores de
transcripcion AP-1 en cada una de las cepas de T. thermophila analizadas. Se indican los patrones
consenso mayoritarios.
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- lgualmente, en la cepa Cu-ADAP también destaca el gen TthebZIP2, que tiene los mayores
niveles de induccién tras el tratamiento con Cd** (24h) (Fig. 63). Los otros tres genes,
aungque se expresan en menor medida, presentan patrones de induccién similares entre si y
respecto del gen TthebZIP2, distinguiéndose los mayores niveles de expresién tras el
tratamiento con Cd*" (24h) (Figs. 62-65).

- En la cepa Pb-ADAP solamente el gen TthebZIP2 muestra niveles de induccién
significativos, obteniéndose los mayores niveles tras el tratamiento con Cd** (24h) (Fig. 63).

- Los genes TthebZIP1, TthebZIP2 y TthebZIP3 tienen patrones de induccién similares en la
cepa GFPMTTS5, distinguiéndose los mayores niveles de induccidn tras el tratamiento con
Cd** (24h) (Figs. 62-64). De forma similar a lo detectado en la cepa control SB1969, el gen
TthebZIP4 muestra un patréon de induccién diferente al de los otros tres genes AP-1,
expresandose sobre todo tras el tratamiento con Cu* (1h) (Fig. 65).

- La cepa GFPMTT1 se expresa de manera similar a la Pb-ADAP pues, casi de manera
exclusiva, el gen TthebZIP2 es el Unico que responde a los tratamientos con metales,
obteniéndose los mayores niveles de induccién tras los tratamientos con Cd** (24h) (Fig.
63).

- Finalmente, en el caso de las cepas knockout (KO) y/o knockdown (KD), observamos
diferentes patrones de induccién. La cepa MTT5KD es la que presenta mayores niveles de
induccion, concretamente para el gen TthebZIP1, que se induce principalmente tras los
tratamientos con Cd** (1 6 24h), Cu®* (24h) y Pb** (24h) (Fig. 62). Los genes TthebZIP3 y
TthebZIP4 muestran patrones de induccidn similares, destacdndose los niveles alcanzados
tras los tratamientos con Cd** (1 6 24h) (Figs. 64 y 65) y, como se ha comentado
previamente, el gen TthebZIP2 no presenta valores de induccidn significativos para ninguno
de los tratamientos llevados a cabo. Sin embargo, en la cepa MTT1KO+MTT5KD destacan
las respuestas de los genes TthebZIP2 y TthebZIP3 bajo estrés por Cd** (24h) (Figs. 63 y 64).
Por ultimo, en la cepa MTT1KO, los niveles de induccidn registrados para cualquiera de los
tratamientos son mucho mas bajos, existiendo pocas diferencias entre los cuatro genes
bZIP (Figs. 62-65).

D.3. Analisis comparativo de los niveles de expresion basal de los genes codificantes de
los cuatro factores de transcripcidon AP-1 descritos en T. thermophila

Ademas de comparar los niveles de induccidon de estos cuatro genes bZIP entre las

diferentes cepas de T. thermophila, también podemos comparar sus niveles de expresion

basal, medidos en condiciones control (Fig. 66). Para ello, se compararon los valores C,

obtenidos en las condiciones control (sin exposicion a metal) (Tabla 33) utilizando la siguiente

férmula: 2°, donde ACt es la diferencia entre los dos valores C. comparados, bien dentro de

una misma especie entre sus cuatro genes bZIP o para el mismo gen bZIP entre las diferentes
cepas (Fig. 66, Tablas 33-35).
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En todas la cepas analizadas, el gen TthebZIP4 es el que presenta mayores niveles de
expresidn basal o constitutiva, mientras que es el gen TthebZIP3 el que tiene niveles de
expresion basal mas bajos (Fig. 66). De esta forma, el patron consenso mayoritario de
expresion basal para casi la totalidad de las cepas de T. thermophila analizadas es el siguiente:
bZIP4 > bZIP1 > bZIP2 > bZIP3 (Fig. 66). Las mayores diferencias entre los niveles de expresion
basales para los genes TthebZIP4 y TthebZIP3 se observan en las cepas GFPMTT5 (= 32x) y
control SB1969 (= 27x) (Tabla 34). Por otro lado, los genes TthebZIP1 y TthebZIP2 presentan
niveles de expresion basal muy similares entre si en la mayoria de las cepas analizadas (Fig. 66,
Tabla 34). A modo de ejemplo, en el caso de la cepa control, si comparamos los niveles de
expresion basal de los cuatro genes podemos calcular que el gen TthebZIP4 se expresa = 5
veces mas que el gen TthebZIP2, = 6 veces mas que el gen TthebZIP1 y = 27 veces mas que el
gen TthebZIP3 (Tabla 34). Las comparaciones de los niveles de expresion basales entre los
cuatro genes bZIP para cada una de las cepas de T. thermophila analizadas se muestran en la
Tabla 34.

Tabla 33. Valores C; obtenidos para cada uno de los genes codificantes de factores bZIP en la situacion
control (ausencia de metal) en las diferentes cepas de T. thermophila

Gen I Cepa Control Cd-adap Cu-adap Pb-adap
ACTINA 14,90 15,80 15,20 15,20
TthebZIP1 23,67 23,78 22,33 22,07
TthebZIP2 23,51 23,19 23,34 23,54
TthebZIP3 25,86 27,23 24,98 25,06
TthebZIP4 21,10 23,30 21,80 20,50
Gen Cepa | GFPMTT1 | GFPMTT5 | MTT1KO MTT5KD MTT1KO+MTT5KD
ACTINA 14,80 15,10 13,00 15,00 14,10
TthebZIP1 20,98* 23,79 22,40 25,80 21,70
TthebZIP2 22,66 24,42 22,70 23,4 22,80
TthebZIP3 24,25 26,25 23,30* 26,60 23,00*
TthebZIP4 19,80 21,25 20,70 23,60 20,70

El gen de la actina se utiliza como control endégeno o gen normalizador de la expresidon en estos
estudios de RT-PCR cuantitativa. (*) indica los valores C; que son considerablemente inferiores a los
obtenidos para ese mismo gen en la cepa control SB1969 (al menos con dos ciclos de diferencia) y, por
tanto, que reflejan mayores niveles de expresién basal para ese gen en otra de las cepas analizadas.

Por otro lado, también podemos comparar para cada uno de los genes bZIP los niveles de
expresion basales entre las diferentes cepas de T. thermophila (Tabla 35). Al comparar los
niveles de expresion basal de cada gen bZIP con los obtenidos en la cepa control SB1969, se
observa que en el caso del gen TthebZIP2 sus niveles no aumentan de manera significativa en
ninguna de las cepas analizadas con respecto a los niveles calculados para este gen en la cepa
control. Los niveles de expresién basales del gen TthebZIP1 aumentan en la cepa GFPMTT1 (=
6,5x) con respecto a la cepa control. Finalmente, los niveles basales del gen TthebZIP3 son
mayores en las cepas MTT1KO (= 6x) y MTT1KO+MTT5KD (= 7x) con respecto a los niveles de
expresion basales obtenidos para la cepa control SB1969 (Tabla 35).
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Ademads de comparar cada cepa con respecto a la cepa control SB1969, también podemos
comparar los niveles de expresién basales de los cuatro genes bZIP entre todas las cepas
analizadas. Podemos apreciar que la cepa GFPMTT1 es la que presenta mayores niveles de
expresion basales para los genes TthebZIP1, TthebZIP2 y TthebZIP4 de entre todas las cepas
analizadas. Aunque el gen TthebZIP3 es el que muestra menores niveles de expresién basales
de entre los cuatro factores AP-1 (Fig. 66), es en las cepas MTT1KO y MTT1KO+MTT5KD en las
gue mas se expresa en ausencia de metal (Tabla 35). En contraposicion, de entre todas las
cepas analizadas, se detectan menores niveles de expresion basales en las cepas MTT5KD
(para los genes TthebZIP1 y TthebZIP4), GFPMTT5 (para el gen TthebZIP2) y Cd-ADAP (para el
caso de los genes TthebZIP3 y TthebZIP4), que son las que presentan valores Ct mds elevados
para los casos concretos mencionados (Tabla 33). Estas deducciones también se corroboran
observando los resultados mostrados en la Tabla 35.

Tabla 34. Comparacion de los niveles de expresion basal entre los cuatro genes codificantes de los
factores bZIP en cada cepa de T. thermophila

Control bZIP1 bZipP2 bZIP3 | bZIP4 Cd-ADAP bZIP1 bZipP2 bZIP3 | bZIP4
bZiP1 1 bZIP1 1

bZIP2 1,12x 1 bZipP2 1,50x 1

bZiP3 4,56x 5,10x 1 bZIP3 10,93x 16,45x 1

bZiP4 5,94x 5,31x 27,10x 1 bZIP4 1,39x 1,08x 15,24x 1
Cu-ADAP bZIP1 bZiP2 bZIP3 | bZIP4 Pb-ADAP bZIP1 bZIP2 bZIP3 | bZIP4
bZIP1 1 bZIP1 1

bZIP2 2,01x 1 bZIP2 2,77x 1

bZIP3 6,28x 3,12x 1 bZIP3 7,94x 2,87x 1

bZIP4 1,44x 2,91x 9,06x 1 bZIP4 2,97x 8,22x 23,59x 1
GFPMTT1 | bZIP1 bZip2 bZIP3 | bZIP4 | GFPMTT5 bZIP1 bZiP2 bZIP3 | bZIP4
bZiP1 1 bZIP1 1

bZiP2 3,20x 1 bZipP2 1,55x 1

bZiP3 9,65x 3,01x 1 bZIP3 5,50x 3,56x 1

bZIP4 2,27x 7,26x 21,86x 1 bZIP4 5,82x 9x 32x 1
MTT1KO bZIP1 bZiP2 bZIP3 | bZIP4 MTT5KD bZIP1 bZIP2 bZIP3 | bZIP4
bZiP1 1 bZIP1 1

bZIP2 1,23x 1 bZIP2 5,28x 1

bZIP3 1,87x 1,52x 1 bZIP3 1,74x 9,19x 1

bZIP4 3,25x 4x 6,06x 1 bZIP4 4,59x 1,15x 8x 1
MTT1KO+

MTTSKD bZIP1 bZIP2 bZIP3 | bZIP4

bZIP1 1

bZIP2 2,14x 1

bZiP3 2,46x 1,15x 1

bZiP4 2x 4,29x 4,92x 1

En cada cepa, los genes bZIP se comparan dos a dos entre si, distinguiéndolos en esta tabla con dos
colores: rojo y verde. De esta forma, los valores obtenidos de cada comparacion se indican en uno de
estos dos colores segin el gen que presenta un mayor nivel de expresion basal. Se consideran
diferencias realmente significativas (sombreadas en gris) si las diferencias entre los niveles de expresion
basal son mayores que 4, que suponen diferencias de mas de dos ciclos entre los valores C; comparados.
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Tabla 35. Comparacion de los niveles de expresidn basal de cada gen bZIP entre las diferentes cepas de T. thermophila

TthiZ;IPl Control | Cd-ADAP | Cu-ADAP | Pb-ADAP | GFPMTT1 | GFPMTT5 | MTT1KO | MTT5KD MNIT:TISKK(I);
Control 1

Cd-ADAP 1,08x 1

Cu-ADAP 2,53x 2,73x 1

Pb-ADAP 3,03x 3,27x 1,19x 1

GFPMTT1 6,45x 6,96x 2,55x 2,13x 1

GFPMTT5 1,09x 1x 2,75x 3,29x 7,01x 1

MTT1KO 2,41x 2,60x 1,62x 1,26x 2,68x 2,62x 1

MTT5KD 4,38x 4,06x 11,08x 13,27x 28,25x 4,03x 10,56x 1

“II\I/IT:_I_ISKK%+ 3,92x 4,23x 1,55x 1,29x 1,44x 4,26x 1,62x 17,15x 1
TthilewglPZ Control | Cd-ADAP | Cu-ADAP | Pb-ADAP | GFPMTT1 | GFPMTT5 | MTT1KO | MTT5KD “I?IIT'ITTlsKKCI);
Control 1

Cd-ADAP 1,25x 1

Cu-ADAP 1,13x 1,11x 1

Pb-ADAP 1,02x 1,27x 1,15x 1

GFPMTT1 1,80x 1,44x 1,60x 1,84x 1

GFPMTT5 1,88x 2,35x 2,11x 1,84x 3,39x 1

MTT1KO 1,75x 1,40x 1,56x 1,79x 1,03x 3,29x 1

MTT5KD 1,08x 1,16x 1,04x 1,10x 1,67x 2,03x 1,62x 1

“II\IIIT:_:SKKC:; 1,64x 1,31x 1,45x 1,67x 1,10x 3,07x 1,07x 1,52x 1
Tthc:Z;IP3 Control | Cd-ADAP | Cu-ADAP | Pb-ADAP | GFPMTT1 | GFPMTT5 | MTT1KO | MTT5KD NI\IIIT1TT15KKOD+
Control 1

Cd-ADAP 2,58x 1

Cu-ADAP 1,84x 4,76x 1

Pb-ADAP 1,74x 4,50x 1,06x 1

GFPMTT1 3,05x 7,89x 1,66x 1,75x 1

GFPMTT5 1,31x 1,97x 2,41x 2,28x 4x 1

MTT1KO 5,90x 15,24x 3,20x 3,39x 1,93x 7,72x 1

MTT5KD 1,67x 1,55x 3,07x 2,91x 5,10x 1,27x 9,85x 1

“II\I/IT_IT_:SKK%Jr 7,26x 18,76x 3,94x 4,17x 2,38x 9,51x 1,23x 12,13x 1
TthgzglP4 Control | Cd-ADAP | Cu-ADAP | Pb-ADAP | GFPMTT1 | GFPMTT5 | MTT1KO | MTT5KD “:n:_rrlsKK%+
Control 1

Cd-ADAP 4,59x 1

Cu-ADAP 1,62x 2,83x 1

Pb-ADAP 1,52x 6,96x 2,46x 1

GFPMTT1 2,46x 11,31x 4x 1,62x 1

GFPMTT5 1,11x 4,14x 1,46x 1,68x 2,73x 1

MTT1KO 1,32x 6,06x 2,14x 1,15x 1,87x 1,46x 1

MTT5KD 5,66x 1,23x 3,48x 8,57x 13,93x 5,10x 7,46x 1

“II\I/IT:_I_ISKKOI; 1,32x 6,06x 2,14x 1,15x 1,87x 1,46x 1x 7,46x 1

Se comparan las distintas cepas entre si dos a dos, distinguiéndose en esta tabla con dos colores: rojo y verde. De esta

forma, los valores obtenidos de cada comparacién se indican en uno de estos dos colores segun la cepa que presenta un

mayor nivel de expresion basal para cada gen. Se consideran diferencias realmente significativas (sombreadas en gris) si las

diferencias entre los niveles de expresion basal son mayores que 4, que suponen diferencias de mas de dos ciclos entre los

valores C, comparados.
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A partir de estas comparaciones de todas las cepas entre si (Tabla 35), podemos decir que
el gen TthebZIP1 presenta sus mayores niveles de expresidon basal en las cepas GFPMTT1,
MTT1KO+MTT5KD y Cu-ADAP. Por el contrario, sus niveles de expresidén basales son muy bajos
en la cepa MTT5KD (Tabla 35). El gen TthebZIP2 presenta unos niveles de expresién basal muy
similares entre todas las cepas analizadas, sin observarse grandes diferencias al comparar
todas las cepas entre si (Tabla 35). El gen TthebZIP3 muestra sus mayores niveles de expresidon
basal en las cepas MTT1KO+MTT5KD, MTT1KO y GFPMTT1, mientras que los menores niveles
de expresidn basal para este gen se detectan en las cepas Cd-ADAP, GFPMTT5 y MTT5KD
(Tabla 35). Finalmente, el gen TthebZIP4 muestra sus mayores niveles de expresion basal en las
cepas GFPMTT1, MTT1KO, MTT1KO+MTT5KD y Pb-ADAP y sus menores niveles de expresion
basal se detectan en las cepas Cd-ADAP y MTT5KD (Tabla 35).

E.- POSIBLE UTILIZACION DE LAS CEPAS ADAPTADAS A METAL EN PROCESOS
DE BIORREMEDIACION: ENSAYOS PRELIMINARES

Las células adaptadas son capaces de sobrevivir expuestas constantemente a elevadas
concentraciones de metal y, ante esta situacién, han desarrollado una serie de mecanismos de
resistencia que las convierte en potenciales herramientas para procesos de biorremediacion
en ecosistemas contaminados con metales pesados. En el presente trabajo hemos llevado a
cabo unos experimentos preliminares para dilucidar la posible utilidad de estas cepas
adaptadas a metales en los procesos de biorremediacidn de estos contaminantes.

E.1. Determinacidn de la cantidad de metal retirado del medio por las cepas adaptadas

Se ha medido la cantidad de metal presente en el medio tras mantener en él a las células
adaptadas durante 24 y 48h con el fin de conocer si éstas eran capaces de retirar el metal, en
qué cantidad y a qué velocidad lo hacian. En la Fig. 67 se muestran los resultados obtenidos del
andlisis llevado a cabo mediante espectrometria de emisién Optica con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-OES).

La cepa Cd-ADAP retira el 36% de Cd** del medio tras 24h de exposicidn y un 42% tras 48h
(Fig. 67A). La cepa Cu-ADAP también retira aproximadamente el 34% del cobre del medio en
24h y bastante menos tras 48h de exposicion (= 11%). Tras esta prolongada exposicién al metal
se observa una elevada mortalidad celular (de casi el 90% de la poblacién) que podria
relacionarse con el aumento de la cantidad de metal detectada en el medio como
consecuencia de los procesos de lisis celular (Fig. 67B). Finalmente, la cepa Pb-ADAP es capaz
de retirar mas del 90% del Pb** presente en el cultivo en tan sélo 24h, independientemente de
la concentracidn inicial presente (Fig. 67C). Tras 48h de incubacién se observa, sélo en el
ensayo realizado a la mayor concentracidn, un ligero aumento (= 2,5% mas) de la cantidad de
metal presente en el medio, lo que podria ser debido a la mortalidad del ciliado (con lisis
celular) tras las 48h de exposicion (Fig. 67C).
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Fig 67. Cantidad de metal presente en el medio calculada mediante ICP-OES tras el cultivo con las cepas
adaptadas (24 y 48h). Los resultados mostrados se corresponden con los valores medios + desviaciones
estandar calculados a partir de dos o tres experimentos independientes. Las medidas tomadas a t = Oh
indican la concentracién inicial del metal presente en el medio, medida antes de afadir las cepas
adaptadas de T. thermophila. (A): ensayo llevado a cabo con la cepa Cd-ADAP, (B): cepa Cu-ADAP, (C):
cepa Pb-ADAP. En el caso de la cepa Pb-ADAP, se hicieron dos experimentos en paralelo con dos
concentraciones de partida diferentes (panel C).

E.2. Anadlisis de la biodisponibilidad o toxicidad del metal no retirado por las cepas
adaptadas

Segun los resultados obtenidos con la técnica ICP-OES (mostrados en el apartado anterior y
Fig. 67), la cepa Pb-ADAP es capaz de retirar casi la totalidad del metal biodisponible presente
en el medio en tan sélo 24h. Igualmente, las cepas Cd-ADAP y Cu-ADAP pueden retirar un 36 6
34% del metal correspondiente (Fig. 67). Para dilucidar el grado de toxicidad del medio de
exposicidén una vez retirado el porcentaje correspondiente de metal por la cepa adaptada, se
llevaron a cabo una serie de bioensayos con una cepa control del mismo ciliado (SB1969). Esta
cepa control se expuso a los sobrenadantes obtenidos de cultivos con células adaptadas
(crecidos durante 5 dias en presencia de la MCT de metal correspondiente). En el caso de la
cepa Pb-ADAP, que forma un pellet o precipitado compacto tras varios dias de cultivo
(agregados de proteina-metal excretados por la célula) (Fig. 68), también se toméd este
precipitado y se expuso a la cepa control. Los porcentajes de mortalidad se calcularon
mediante citometria de flujo, utilizando como controles negativos cultivos expuestos a los
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valores de CLs, previamente calculados en las cepas adaptadas (800 uM Pb**, 10 uM Cd** y 30

UM Cu®*) en el tampdn TrisHCI 0,01M pH 6,8. Los resultados se muestran en la Tabla 36.

Fig. 68. Fotografias de cultivos de la cepa Pb-ADAP. (A): Cultivo recién inoculado. (B): Cultivo crecido
durante cinco dias. Se aprecia la formacion de un precipitado compacto en el fondo del tubo. (C y D):
Ampliacidn del precipitado o pellet formado en los tubos de la cepa Pb-ADAP, de aspecto blanquecino y
compacto.

Tabla 36. Porcentajes de mortalidad calculados mediante citometria de flujo tras exponer la cepa
control SB1969 a diferentes concentraciones de metal y a los sobrenadantes/precipitados obtenidos de
cultivos adaptados crecidos durante cinco dias

MUESTRA/TRATAMIENTO % MORTALIDAD
Control positivo (VIVAS) 0,49 +0,16
Control negativo (MUERTAS) 97,94 +0,14
+ Pb* 800uM 86,76 + 4,54
+ Sobrenadante (Pb-ADAP) 1,35+0,47
+ Pellet (Pb-ADAP) 21,19+ 1,83
+Cd* 10 uM 98,83 +0,38
+ Sobrenadante (Cd-ADAP) 2,73+1,91
+Cu” 30 uM 13,59 + 7,06
+ Sobrenadante (Cu-ADAP) 2,11 +£1,02

En todos los experimentos de citometria se utilizd un control de vivas (sin exposicién a ninglin metal) y
uno de muertas (células fijadas con formaldehido al 37%).

La cepa control SB1969 muestra elevados porcentajes de mortalidad al exponerla a los
valores de CLs, calculados para las cepas Pb-ADAP y Cd-ADAP; sin embargo, en el caso de la
CLso de la cepa Cu-ADAP, el porcentaje de mortalidad es muy inferior al 50% en esta cepa
control (Tabla 36). Por otro lado, se observa que los porcentajes de mortalidad obtenidos tras
exponer a la cepa control a los sobrenadantes derivados de los cultivos adaptados
(previamente crecidos durante cinco dias) son muy bajos o casi despreciables (en ningun caso
superior al 3%) (Tabla 36). Por lo tanto, podemos afirmar que la cantidad de metal que
permanece en el medio y que no es retirada por las cepas adaptadas no es tdxica para la cepa
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control. No obstante, se detecta cierta mortalidad celular (= 21%) tras exponer a la cepa
control al pellet o precipitado originado en los tubos crecidos de la cepa Pb-ADAP (Tabla 36).
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DISCUSION

A.- AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE NUEVAS METALOTIONEINAS EN
DIFERENTES ESPECIES DE TETRAHYMENA

A.1. Nuevos genes codificantes de Cd- y CuMTs en el género Tetrahymena

Actualmente se conocen unas 42 especies diferentes dentro del género Tetrahymena. Estas
se clasifican en dos grandes grupos: grupo australis y grupo borealis, segiun el analisis
filogénetico llevado a cabo con el gen de la subunidad ribosdmica pequeiia (SSrRNA, 17-18S).
Ademas, dentro del grupo borealis se distinguen tres subgrupos o ribosets: RSA1, RSA2 y RSB
(Chantangsi and Lynn, 2008). Recientemente se ha aislado a partir de muestras de agua
residuales, una nueva especie del género Tetrahymena: T. farahensis (denominada
previamente como Tetrahymena sp 1.7), que se incluye en el grupo borealis, riboset RSA1
(zahid et al, 2014).

Uno de los objetivos de esta tesis doctoral es aumentar nuestro actual conocimiento sobre
las MTs del género Tetrahymena. Para ello, y con el fin de introducir una mayor diversidad en
el andlisis, se han buscado nuevos genes MTs en cinco especies de Tetrahymena no analizadas
hasta el momento: T. malaccensis (grupo borealis RSA1), T. borealis (grupo borealis RSA2), T.
elliotti (grupo borealis RSA2), T. patula (grupo australis) y T. americanis (grupo australis). Estas
cinco especies se seleccionaron en funcién de su localizacion entre los dos grandes grupos
establecidos en el arbol filogenético construido con las secuencias de los SSrRNA 17-18S
(Chantangsi and Lynn, 2008), de forma que estuviesen alejadas entre si y respecto de las
especies ya analizadas previamente.

A partir de estas cinco especies se han aislado 12 nuevas CdMTs y 9 CuMTs que, junto con
aquellas previamente descritas, suponen 26 CdMTs (subfamilia 7a) y 16 CuMTs (subfamilia 7b)
en el género Tetrahymena, haciendo un total de 42 MTs (Tabla 37) (De Francisco et al., 2016).
Dentro de las nuevas CdMTs, la secuencia que hemos nombrado como TmalaMTT1 [GenBank:
KU167646] es idéntica a la previamente publicada como TmalMT1 [GenBank: HQ166894] en T.
malaccensis (Chang et al, 2014); sin embargo, nosotros hemos obtenido el ADNc completo de
este gen, incluyendo sus regiones 5' y 3'UTRs. Con respecto a las CuMTs, también se ha
incluido en el andlisis por primera vez una posible CuMT del ciliado Ichthyophthirius multifiliis,
no perteneciente al género Tetrahymena. Este ciliado es un parasito histéfago de peces de
agua dulce que origina la enfermedad denominada "del punto blanco". Desde un punto de
vista taxondmico ambos géneros se incluyen en la misma clase Oligohymenophorea y en la
misma subclase Hymenostomatida (himenostomatidos). En la Tabla A2 del Anexo | se recogen
los nimeros de acceso del GenBank (NCBI) de todas las secuencias de los genes codificantes de
MTs de ciliados, incluyendo las nuevas presentadas en esta tesis.
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Tabla 37. MTs de ciliados conocidas hasta la actualidad

Grupo taxonémico

Especie

CdMTs

CuMTs

N2 total de MTs

descritas
TmalaMTT1*
. TmalaMTT2* *
T. malaccensis TmalaMTT3* TmalaMTT5 5
s ) TmalaMTT4*
Borealis (RSA1
. TtheMTT1 TtheMTT2
T. thermophila TtheMTT3 TtheMTT4 5
TtheMTT5
T. farahensis ? TfarCuMT 1
TborMTT3*
*
. ThorMTT1* ThorMTT4 /
T. borealis ThorMTT2* TborMTT6*
ThorMTT7*
TborMTT8*
Borealis (RSA2) T. mobilis TmobMT1 ? 1
T. rostrata TrosMTT1 TrosMTT2 2
TelliMTT1* TelliMTT6*
T. elliotti 4
elfiotti TelliMTT2* TelliMTT8*
. TtropMT1
3
T. tropicalis TtroMTT1 TtropMT2
T. pyriformis TpyrMT-1 ? 2
Borealis (RSB) TpyrMT-2
T. vorax TvorMT1 ? 1
S TamerMTT1* "
3
T. americanis TamerMTT2* TamerMTT3
ThegMT-1
ThegMT-2
T. hegewischi 8 ? 4
Australis (RSC) ThegMT-3
ThegMT-4
TpatMTT1*
? 2
T. patula TpatMTT2* :
T. pigmentosa TpigMT-1 TpigMT-2 2
Ichthyophthiriidae I. multifiliis ? ImMMTT2* 1
Total 15 26 17 43

* Nuevas Cd- y CuMTs descritas en esta tesis doctoral. ? : desconocido hasta el momento. RS: riboset.

El mayor nimero de isoformas de MTs lo presentan las especies T. borealis, T. malaccensis

y T. thermophila, las tres pertenecientes al grupo Borealis (Tabla 37). En la mayoria de las

especies analizadas suelen aparecer mas isoformas de CdMTs que de CuMTs, con la excepcion

de T. borealis que tiene 5 CuMTs y sélo 2 CdMTs y T. tropicalis que presenta hasta ahora
registradas 2 CuMTs y s6lo 1 CdMT (Tabla 37).

Segun la ultima clasificacion propuesta para la superfamilia de las metalotioneinas (Binz

and Kagi, 1999), las MTs de los ciliados se incluyen en la familia 7. Esta clasificacion se basa en

las caracteristicas de la estructura primaria de la CAMT TpyrMT1 (Piccinni et al., 1994), que era
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la Unica MT de ciliados descrita en el momento de hacerse dicha clasificacién. Shuja y Shakoori
identificaron en 2009 una hipotética MT en Paramecium spp., con la que aln no se han hecho
estudios de expresién que corroboren su naturaleza como una verdadera MT. Ademas, esta
hipotética MT presenta grandes diferencias en su secuencia aminoacidica con respecto tanto
de las MTs de otros organismos como de las Cd- y CuMTs de Tetrahymena vy, junto con el
hecho de que en el genoma secuenciado de Paramecium tetraurelia no aparece ninguna MT,
decidimos no incluir en este andlisis dicha MT.

La familia 7 de las MTs de ciliados se subdivide en dos subfamilias: 7a (CdMTs o Cd-
tioneinas) y 7b (CuMTs o Cu-tioneinas) (Diaz et al., 2007; Gutiérrez et al., 2011). Ambas
subfamilias se diferencian principalmente en sus patrones de residuos de cisteinas y en su
induccion preferente por Cd*/Zn?* o Cu?, respectivamente (Gutiérrez et al., 2011). Al verse
incrementado notablemente el nimero total de secuencias disponibles de MTs de ciliados (con
esta tesis doctoral se incorporan el 46% de las CdMTs y el 53% de las CuMTs actualmente
conocidas), se han podido corroborar las diferencias estructurales que existen entre ambas
subfamilias de MTs. Dichas diferencias se ponen de manifiesto con la construccién de un arbol
filogenético actualizado (Fig. 69), que incluye las nuevas secuencias aminoacidicas inferidas de
los genes MTs descritos en este trabajo. En este arbol filogenético se observan dos grupos
claramente diferenciados que se corresponden con ambas subfamilias (Fig. 69). La CuMT
ImMMTT2 identificada en I. multifiliis esta claramente separada de las CuMTs de Tetrahymena,
aunque igualmente se integra en la subfamilia 7b, pudiendo tener un origen comun con éstas.
En general, las diferentes isoformas de MTs para una misma especie tienden a aparecer mas
proximas entre si dentro del arbol, lo que podria significar un origen comun entre ellas. Sin
embargo, esto no es siempre asi (Fig. 69), pudiendo indicarse cierta convergencia evolutiva en
estos genes dentro del género Tetrahymena o la existencia de un ancestro comun a todas ellas
a partir del cual se hubieran originado proteinas muy similares en las diferentes especies. Tras
utilizar el algoritmo de maxima parsimonia (Fig. 69C) se observa una clara progresién de origen
o evolucidn desde las CuMTs a las CdMTs, que podria indicar un origen posterior de las CdMTs
con respecto de las CuMTs. Como se ha sefialado previamente (Gutiérrez et al., 2009; Valls et
al., 2001), dos lineas evolutivas tempranas de MTs (Cu- y Zn-tioneinas) estaban presentes en
fases tempranas en el origen de la célula eucariota, teniendo la funcién preferente de la
homeostasis de metales esenciales.

A.2. Diferencias entre las dos subfamilias de MTs de ciliados
A.2.1. Distribucion de los residuos de cisteina

Los residuos de cisteina son componentes clave de las MTs porque a través de sus grupos
tiol (-SH) son capaces de unir los cationes metalicos formando enlaces metal-tiolato (Henkel
and Krebs, 2004; Griiber et al., 2000). La presencia de varios grupos tiol adyacentes también
potencia la reactividad de estas proteinas (Parente et al., 1985). Ademas, las diferencias en los
patrones de Cys entre las CdMTs (subfamilia 7a) y las CuMTs (subfamilia 7b) de Tetrahymena
permiten distinguir ambas subfamilias (Gutiérrez et al., 2009; 2011).
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Las CdMTs del género Tetrahymena presentan un patron de cisteinas caracteristico que
define su organizacién en médulos y submdédulos. Estas, ademas de presentar las agrupaciones
de Cys tipicas de las MTs clasicas: XCCX (34,94%), CXC (10,72%) y XXCXX o cisteinas no
agrupadas (4,16%), también contienen otras agrupaciones que aparecen casi exclusivamente
en ellas, tales como: CCC (32,44%), CXCC (16,91%) y CXCXC (0,83%), donde "X" es cualquier
otro aminodcido. Estas agrupaciones inusuales de Cys también aparecen excepcionalmente en
MTs de otros organismos, tales como: el anélido Eisenia foetida (el 14,29% de sus Cys se
agrupan como CCC), las levaduras Yarrowia (Candida) lipolytica (con el 33,33% de sus Cys
agrupadas en CCC) y Saccharomyces cerevisiae (con el 15,59% de sus Cys en agrupaciones
CXCXC), el crustaceo Callinectes sapidus (concretamente la MT-2 presenta el 28,57% de sus Cys
agrupadas en CCC y la MT-1 el 16,67% en CXCC), el molusco Crassostrea virginica (con el 36%
de sus Cys formando agrupaciones CCC y el 12% en CXCC), la langosta americana Homarus
americanus (16,67% de Cys en agrupaciones CXCC), el nematodo Caenorhabditis elegans
(15,79% de Cys en CXCXC), el anfibio Xenopus laevis (15% de Cys en agrupaciones CXCC) o el
equinoideo Strogylocentrotus purpuratus (15% de Cys en CXCC) (Tabla 38).

De esta forma, las agrupaciones XCCX y CCC son las mas abundantes en las CdMTs de
Tetrahymena (Tabla 16). Sin embargo, en el caso de las CuMTs, estas agrupaciones de Cys
tipicas de las CdMTs suelen estar ausentes, excepto en el caso de los motivos CXCC (0,53%) y
XCCX (2,50%). Al igual que ocurre en las MTs de muchos otros seres vivos, los motivos CXC
(92,34%) son los que predominan en las CuMTs de Tetrahymena (Tabla 17) frente a las demas
posibles agrupaciones de cisteinas (Tabla 38). Por lo tanto, la agrupacion CXC parece ser
universal entre las MTs de todos los seres vivos, conteniendo un porcentaje de Cys que varia
entre un minimo del 28,57% de las Cys (como en la MT del anélido E. foetida) y un maximo del
100%, como se observa en la MT-1 de la mosca Drosophila melanogaster, que presenta todas
sus Cys en agrupaciones de este tipo (Tabla 38).

En resumen, en las MTs del ciliado Tetrahymena segln la abundancia de los diferentes tipos
de agrupaciones de residuos de Cys podemos establecer el siguiente ranking: a) en las CdMTs:
XCCX > CCC > CXCC > CXC > XXCXX > CXCXC y b) en las CuMTs: CXC >> XXCXX > XCCX > CXCC.
Las CuMTs de Tetrahymena se asemejan mas a las MTs cldsicas presentes en la mayoria de los
seres vivos, tanto por su tamafio (con un rango de 60-167 aa, mas proximas al rango de
tamanfio de las MTs de otros organismos (40-81 aa) que las CdMTs (99-193 aa) de este ciliado),
como por las agrupaciones mayoritarias de Cys que presentan sus secuencias (Tabla 38). Estas
caracteristicas se resumen graficamente en la Fig. 70. Igualmente, este hecho apoyaria la
hipdtesis de un ancestro comun para todas las MTs, que podria haber sido una MT ancestral
implicada en la homeostasis de un metal esencial como el cobre.
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Tabla 38. Agrupaciones de cisteina en las MTs de algunos organismos distintos a Tetrahymena

MTs ccc cXCC CXCXC XOCX CXC XXCXX | TotalCys | %Cys | Longitud
(%) (%) (%) (%6) (%6) (%6) por MT en las total
(%) MTs
BACTERIAS
PaerMT 0 0 0 1(20) 3 (60) 2 (20) 10{100) | 12,66 79
Tvul MT-NA 0 0 0 0 3 [60) 4{40) 10{100) | 17,54 57
TOTAL Cys (%) 0 0 0 2 {10) 12 (60) 6(30) 20{100)
H. FILAMENT.
AbisMT 0 0 0 0 5({76,92) | 3{23,08) | 13(100) | 22,03 59
TOTAL Cys (%) 0 0 0 0 10 {76,92) | 3(23,08) | 13(100)
LEVADURAS
ScerCuMT 0 0 1(1579) | 1{10,53) | 5i(52,63) | 4(21,05) | 19(100) | 27,54 69
¥lipMT 1(33,33) 0 0 0 3 (66,66 0 9({100) 16,36 55
TOTAL Cys (%) 3(10,71) 0 3(10,71) 2(7,14) | 16(57,14) | 4{14,29) | 28(100)
INVERTEBRADOS
MOLUSCOS
MeduMT-10-la 0 0 0 0 9(85,71) | 3{14,29) | 21{(100) | 2877 73
CvirMT-IVB 3(36) 1({12) 0 0 5(40) 3(12) 25{(100) | 30,12 23
TOTAL Cys (%) 9{19,55) | 3(6,5) 0 0 28({60,87) | 6(13,04) | 46(100)
CRUSTACEOS
Ham er MT-1 0 1{16,6) 0 1(11,11) | 4{44,44) | 5{27,78) | 18(100) | 31,03 58
CsapMT-1 0 1(16,6) 0 1{11,11) | 4{44,44) | 5{27,78) | 18(100) | 30,51 59
CsapMT-2 2 (28,57) 0 0 0 5(47,62) | 5{(23,81) | 21{(100) | 32,81 64
TOTALCys (%) | 6(10,53) | 6{10,5) 0 4(7,02) | 26(45,61) | 15(26,3) | 57(100)
INSECTOS
DmelMT-1 0 0 0 0 5({100) 0 10{100) | 25,00 40
TOTAL Cys (%) 0 0 0 0 10 (100} 0 10{100}
NEMATODOS
CeleMT-1 0 0 1(15,79) | 3(3,16) 4(42,11) | 2{10,53) | 19{100) | 25733 75
TOTAL Cys (%) 0 0 3(15,79) | 6(3,16) 8(42,11) | 2(10,53) | 19(100)
ANELIDOS
EfetMT 1(14,29) 0 0 3(28,57) | 3(28,57) 6(286) | 21{100) | 28,00 75
TOTALCys (%) | 3(14,29) 0 0 6(28,57) | 6(28,57) 6(28,6) | 21(100)
EQUINOIDEOS
SpurMT-A 0 1{15) 0 3(30) 5 {50) 1(5) 20{100) | 31,25 64
TOTAL Cys (%) 0 3(15) 0 6 (30) 10 (50) 1(5) 20(100)
PLANTAS
TaesMT-1 0 0 0 0 7(82,35) | 3{17,65) | 17{(100) | 20,99 81
ZmaysMT-1 0 0 0 0 7(82,35) | 3{17,65) | 17{(100) | 22,08 77
AthaMT-14 0 0 0 0 6(92,31) 1(7,69) | 13(100) | 28,89 45
TOTAL Cys (%) 0 0 0 0 40(851) | 7{14,89) | 47(100)
VERTEBRADOS
PECES
NcorMT-A 0 0 0 3(30) 5(50) 4(20) 20(100) | 33,33 60
DrerMT-1 0 0 0 3(30) 5(50) 4(20) 20(100) | 33,33 60
TOTAL Cys (%) 0 0 0 12 (30) 20 (50) 8(20) 40(100)
ANFIBIOS
XlaeMT-A 0 1(15) 0 2(20) 5(50) 3(15) 20(100) | 32,26 62
TOTAL Cys (%) 0 3(15) 0 4(20) 10{50) 3(15]) 20 (100)
MAMIFEROS
Hsap MT-1A 0 1(15) 0 2(20) 5(50) 3(15) 20(100) | 32,78 61
HsapMT-1F 0 1(15) 0 2(20) 5 [50) 3(15]) 20(100) | 32,78 61
HsapMT-2 0 1(15) 0 2(20) 5(50) 3(15) 20(100) | 32,78 61
PtroMT-1X 0 1(15) 0 2(20) 5 [50) 3(15]) 20(100) | 32,78 61
RratMT-2 0 1(15) 0 2(20) 5 [50) 3(15) 20(100) | 32,78 61
MmusMT-1 0 1(15) 0 2(20) 5 (50) 3(15) 20(100) | 32,78 61
EcabMT-1A 0 1(15) 0 2(20) 5 [50) 3(15]) 20(100) | 32,78 61
OcunMT-2A 0 1(15) 0 2(20) 5 [50) 3(15) 20(100) | 32,26 62
SscroMT-1C 0 1(15) 0 2(20) 5 (50) 3(15) 20(100) | 32,78 61
TOTAL Cys (%) 0 27 (15) 0 36 (20) 90 (50) 27(15) | 180(100)
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En naranja se indican las agrupaciones de cisteinas mayoritarias dentro de cada grupo taxonémico y, en amarillo, aquellas 4 MTs
que presentan la agrupacion CCC, predominante en las CdMTs de Tetrahymena. C: cisteina. X: cualquier otro aminoacido. Los
numeros de acceso del GenBank de todas estas secuencias se recogen en la Tabla A3 del Anexo I.
Paer: Pseudomonas aeruginosa; Tvul: Thermosynechococcus vulcanus; Abis: Agaricus bisporus; Scer: Saccharomyces cerevisiae;
Ylip: Yarrowia (Candida) lipolytica; Medu: Mytilus edulis; Cvir: Crassostrea virginica; Hamer: Homarus americanus; Csap:
Callinectes sapidus; Dmel: Drosophila melanogaster; Cele: Caenorhabditis elegans; Efet: Eisenia foetida; Spur: Strongylocentrotus
purpuratus; Taes: Triticum aestivum; Zmays: Zea mays; Atha: Arabidopsis thaliana; Ncor: Notothenia coriiceps neglecta; Drer:
Danio rerio; Xlae: Xenopus laevis; Hsap: Homo sapiens; Ptro: Pan troglodytes; Rrat: Rattus rattus; Mmus: Mus musculus; Ecab:
Equus caballus; Ocun: Oryctolagus cuniculus; Sscro: Sus scrofa.
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Longitud de MTs

0 50 100 150 200 aa

— 0-31 (MTs otros organismos)

60-167 (CuMTs Telfrahymena)

99-193 (CdMTs Tefrahyrmena)

Rankingde lostipos de agrupaciones de Cys en MTs

Telfrahymena spp. Otros organismos
CdMTs = XCCKX > CCC > CHCC = CXC = XHCXKX > CXCAC MTs = CXC = XHCHKH =HCCH = CACC =
CHCAC=>CCC

CuMTs = CXC >> XXCXX > XCCX> CACC

Fig. 70. Esquema comparativo del rango de longitud y de los tipos de agrupaciones de Cys entre las MTs
de Tetrahymena y las MTs de otros organismos.

A.2.2. Relacion entre los residuos de lisina y cisteina

Otra diferencia estructural entre ambas subfamilias de MTs es la relaciéon que existe entre
los residuos de lisina y cisteina (Gutiérrez et al., 2011). Los residuos de lisina (K) también
parecen tener un papel clave en las MTs ya que se ha demostrado que la capacidad de
reactividad (a pH neutro) de los residuos de Cys depende, considerablemente, de la cercania
de éstos a grupos cargados positivamente. La localizacidon adyacente de estos residuos basicos
disminuye notablemente el valor pK'y la reactividad de los miultiples residuos de Cys presentes
en las MTs (Parente et al., 1985). Por esta razdn, es posible que algunas MTs tengan una
capacidad de unién a metal inferior a la que se les asigna tedricamente.

En las CuMTs (subfamilia 7b), al igual que sucede en las MTs de otros organismos, existe
una gran tendencia a que ambos aminoacidos aparezcan contiguos en la secuencia, formando
agrupaciones del tipo CKC. De hecho, la mayoria de las agrupaciones CXC de las CuMTs se
corresponden con agrupaciones CKC, contabilizandose un total de 149 CKC entre todas las
secuencias. Por otro lado, en el caso de las CdMTs (subfamilia 7a), las agrupaciones CKC son
menos frecuentes y suelen aparecer casi exclusivamente en la regién C-terminal del
submddulo tipo 2 de estas proteinas, registrandose un total de 55 CKC entre todas las
secuencias.

A.2.3. Estructura modular/submodular de las CdMTs (subfamilia 7a)

La localizacidn altamente conservada de los residuos de Cys (y en menor medida de los
residuos de Lys) en las CdMTs de Tetrahymena define un marcado patron
modular/submodular en todas las proteinas de esta subfamilia (Diaz et al., 2007; Gutiérrez et
al., 2011). Los médulos se definen segun el criterio de que cada uno presenta en su extremo
carboxilo terminal el motivo CXCCX (existiendo excepciones o pequeias modificaciones),
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siendo la udltima "X" un residuo de lisina (K) o glutamina (Q). La longitud de los mdédulos varia
entre 32 y 56 aminodcidos y éstos aparecen separados por "linkers" de entre 2-9 aminodcidos
(Fig. 16).

Las CdMTs de Tetrahymena pueden presentar entre 2 y 5 médulos. Nueve de las 26 CdMTs
conocidas tienen dos moédulos (estructura bimodular): TpyrMT-1, TtheMTT5, TrosMTT1,
TpigMT-1, ThegMT1, TborMTT1, TmalaMTT4, TpatMTT1 y TamerMTT1. Sin embargo, la
mayoria de las CdMTs (13 de las 26 descritas) tienen una estructura trimodular: TtheMTT1,
TtheMTT3, TtroMTT1, TvorMT1l, TmobMT1, ThegMT3, TborMTT2, TelliMTT1, TelliMTT2,
TmalaMTT1, TmalaMTT2, TpatMTT2 y TamerMTT2. Finalmente, sélo 3 de ellas (TmalaMTT3,
ThegMT2 y ThegMT4) contienen cuatro médulos (estructura tetramodular) y sélo la TpyrMT-2
tiene cinco mddulos (pentamodular).

Estos mddulos estan formados por dos tipos de submddulos: los submddulos de tipo 1
(sm1), que tienen la secuencia consenso C,.3XsC1-2Xs y los submaédulos tipo 2 (sm2), que cuando
se encuentran completos, se pueden representar con la siguiente secuencia: CoXe.s+CXCXXC;.
2XXC1-2X1-2. Los sm2 completos equivalen aproximadamente a medio sm1 (C,Xss) mas el motivo
tipico del extremo carboxilo terminal, donde la ultima "X" es Lys (= 55% de los casos), GIn (=
36%), Glu (= 7%) o Asn (= 1,5%). En general, cada mddulo esta formado por dos sm1y un sm2.
Sin embargo, en algunas de las CdMTs, este sm2 no siempre aparece completo, pudiendo
presentar sélo el extremo C-terminal (42% de los casos) o sélo la mitad de sm1 (% sm1) (en el
5% de los casos estudiados). Una estructura atipica la muestra la TpyrMT-2, cuyos cuatro
primeros médulos estan formados Unicamente por un sm1 vy la mitad de un sm2 (Fig. 16).

Por otro lado, las CuMTs de Tetrahymena (subfamilia 7b) no parecen mostrar una
estructura modular/submodular tan estricta como las CdMTs. Sin embargo, si que se observan
repeticiones de la siguiente secuencia consenso: CKCX,.sCXC, donde en algunos casos el
aminodcido lisina (K) es sustituido por otros aminoacidos (Diaz et al., 2007; Gutiérrez et al.,
2011) (Fig. 17).

En la Fig. 71 se muestra un arbol filogenético construido con las secuencias de los ARNr 18S
de las especies de Tetrahymena de las que se conoce alguna MT (los nimeros de acceso del
GenBank (NCBI) de estas secuencias aparecen recogidos en la Tabla A4 del Anexo 1). En este
arbol se separa claramente el grupo Borealis del grupo Australis. Aunque actualmente se
conocen pocas especies del grupo Australis en las que se hayan identificado CdMTs, se aprecia
cierta prevalencia en ellas de una estructura bimodular o trimodular. Por otro lado, en las
CdMTs de las especies del grupo Borealis predomina claramente la estructura trimodular (Fig.
71). En definitiva, el hecho de que la estructura trimodular sea la configuraciéon preferente
entre las diferentes especies de Tetrahymena sugiere que la CdMT ancestral del género
Tetrahymena a partir de la cual surgieron las demas isoformas que actualmente conocemos
podria haber tenido también una estructura trimodular.
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Fig. 71. Arbol filogenético construido con las secuencias de los ARNr 18S de las especies de Tetrahymena
en las que se ha descrito alguna MT. Se indica a qué grupo (Borealis o Australis) pertenece cada una de
las especies incluidas, asi como el nimero de CdMTs segun el nimero de mddulos que contienen. Este
arbol filogenético se construyd con el programa MEGA 5.01, utilizando el método Neighbor-Joining. En
los nodos del arbol se indican los valores bootstrap tras 2.000 repeticiones. La longitud de cada rama se
indica mediante la escala establecida. Tvor: T. vorax, Tpyr: T. pyriformis; Telli: T. elliotti, Tros: T. rostrata,
Tbor: T. borealis, Tmob: T. mobilis, Tro: T. tropicalis, Tfarah: T. farahensis, Tmala: T. malaccensis, Tthe: T.
thermophila, Tamer: T. americanis, Theg: T. hegewischi, Tpat: T. patula, Tpig: T. pigmentosa.

La duplicacion génica es uno de los principales mecanismos evolutivos implicados en la
creacion de nuevos genes. De hecho, el origen evolutivo de los genes MTs de muy diferentes
organismos (que suelen presentar repeticiones periddicas en su secuencia), se ha
fundamentado en duplicaciones génicas (Valls et al., 2001; Bargelloni et al., 1999; Maroni et
al., 1987). La estructura modular/submodular de las CdMTs junto con la existencia de patrones
de cisteina altamente conservados en las CuMTs parecen sugerir que, en el proceso evolutivo
de las MTs de Tetrahymena, fueron claves los procesos de duplicacién génica (con o sin
deleciones) y una posterior divergencia. Concretamente, en Gutiérrez et al., 2009 se elabord
un modelo para intentar explicar la historia evolutiva de las MTs de Tetrahymena. Segun este
modelo, ambas familias de MTs podrian haber surgido a partir de un ancestro comun que
estaria compuesto por un médulo con el motivo C3Xs (la mitad de un sm1) mas la regién de 10
aminodcidos C-terminal (CXCX2CXCCX). Este médulo ancestral podria haber sufrido repetidas o
sucesivas duplicaciones paralogas intragenéticas que se mantuvieron o fijaron en el genoma a
lo largo de la evolucién dependiendo de las condiciones ambientales (como son los episodios
de contaminacion metalica gradual), creando asi nuevas isoformas de MTs en este ciliado que
desarrollaria una mayor y mas diversa capacidad funcional.
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En T. thermophila, dos de sus genes codificantes de CdMTs (MTT1 y MTT3) se localizan en el
brazo largo del cromosoma 4 micronuclear a sélo 1,7 Kb de distancia entre si y sus dos
isoformas de CuMTs (MTT2 y MTT4) se encuentran una al lado de la otra en el brazo derecho
del cromosoma 2 micronuclear (Diaz et al., 2007) (Fig. 72). De esta misma forma, algunas de
las nuevas isoformas de MTs descritas en T. borealis, T. elliotti y T. malaccensis también
aparecen agrupadas y cercanas en los mismos subfragmentos cromosdmicos (Fig. 72). La
localizacién en la misma regién cromosémica de estas isoformas corrobora su origen por
procesos de duplicacidn génica y posterior divergencia.

T. thermophila B, o [ ey L
(a) MITTL MIT3 MTT4 mIT2
(489 pb) (489 pb) (327ph) 327 ph)
1. borealis 3 CdMTs
> P |
M1 MTT2
(342 pb) (492 pb)
CuMTs
. 1,7Kb - 1,6Kb . 7Kb - 2,8Kb .
M8 MTT6 MIT4 MTT3 mTT7

(237 pb) (477 pb) (183 pb) (477 pb) (450ph)

. 0,8Kb ! 2Kb - CdMTs

m1T2 Proteina MTTL
(438ph)  hipotética (465 pb)
Telliotti — (80pb)

. - CuMTs
mTT8 3Kb MIT6

(273 pb) (447 pb)

T. malaccensis 21Kb CdmTs
MTT1 MIT2
(489 pb) (489 pb)

Fig.72. Esquema de la localizacién en el mismo subfragmento cromosémico de algunas de los nuevas
isoformas génicas codificantes de MTs aisladas en T. borealis, T. elliotti y T. malaccensis. T. thermophila
se utiliza como especie de referencia en la que también aparecen algunas de sus isoformas de MTs
cercanas en el mismo subfragmento. Se indica el tamafio (pb) de las ORFs y las distancias (Kb) entre
ellas.

Como se muestra en la Fig. 72, las CAMTs ThorMTT1 y TborMTT2 se localizan en el mismo
fragmento cromosémico a una distancia de = 4,2 Kb. Las cinco isoformas de CuMTs de esta
misma especie se encuentran localizadas también en tandem siguiendo este orden: ThorMTT8
- TborMTT6 - TborMTT4 - TborMTT3 - TborMTT7 (Fig. 72). Segun el arbol filogenético mostrado
en la Fig. 69A, la isoforma MTT8 se origina a partir de la MTT4 y la MTT7 parece originar la
MTT6 y la MTT3, existiendo asi una conexién evolutiva entre ellas, corroborada por su
localizacién en el mismo fragmento cromosdmico.

En T. elliotti, las CuMTs TelliMTT6 y TelliMTT8 se localizan en el mismo subfragmento
cromosomico a = 3 Kb de distancia entre si. Segun el arbol filogenético (Fig. 69A) la TelliMTT8
podria haber originado a la TelliMTT6. Igualmente, las CdMTs TelliMTT1 y TelliMTT2 se
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encuentran también muy préximas entre si (a 2,8 Kb), aunque entre ambas hay un gen
denominado EI7_09154.1 que codifica una proteina hipotética auin no identificada (segun la
web Tetrahymena Genome Database). Segun el mismo arbol (Fig. 69A) estas dos isoformas de
CdMTs (MTT1y MTT2) son muy similares y tienen un origen comun.

Finalmente, en T. malaccensis los genes codificantes de las CdMTs TmalaMTT1 y
TmalaMTT2 se localizan también contiguos en el mismo subfragmento cromosdmico a una
distancia de = 2,1 Kb (Fig. 72). También en este caso ambas MTs estan cercanas en el arbol
filogenético mostrado en la Fig. 69A y la MTT1 parece haber surgido a partir de la MTT2. Estas
localizaciones prueban el origen por duplicacién pardloga de estas isoformas génicas en cada
especie.

Ademas, como se muestra en el esquema de la Fig. 73, dos copias del gen TmalaMTT4 (300
pb) parecen haber participado en la creacion del gen TmalaMTT3 (540 pb) mediante un
proceso de recombinacién que tendria lugar entre una regién de 29 pb del extremo 3' de la
primera copia del gen TmalaMTT4 y una region de 40 pb del extremo 5' de una segunda copia
del mismo gen, existiendo la pérdida o eliminacidn de una regién de 60 pb en la zona de unién
de ambas copias. Por lo tanto, el gen TmalaMTT3 esta compuesto por una primera copia
incompleta del gen TmalaMTT4 (271 pb), una region de union originada tras el proceso de
recombinacidn y eliminacion (compuesta por 9 pb, de los cuales 4 pertenecen al extremo 3' de
la primera copia y 5 al extremo 5' de la segunda copia invertida) y una segunda copia
incompleta del gen TmalaMTT4 (260 pb). A lo largo del tiempo, las dos copias incompletas del
gen TmalaMTT4 que constituyen el gen TmalaMTT3 han ido diversificdAndose y ya no son
idénticas a la copia original, presentando con ella una homologia del 92 y 94%,
respectivamente (Fig. 73).

A.2.4. Asimetria en el uso de los codones que codifican el aminoacido glutamina:
implicaciones filogenéticas

Otro aspecto que diferencia las Cd- de las CuMTs del género Tetrahymena es el uso
preferente de diferentes codones para codificar el aminoacido glutamina (Q) (Gutiérrez et al.,
2009). Recientemente, se ha comprobado que las glutaminas son residuos importantes en las
MTs porque también participan en el mantenimiento de la estabilidad del complejo metal-
proteina, aunque no intervienen directamente en la coordinacion con el metal (Chiera et al.,
2013). Los ciliados presentan un cddigo genético particular donde los codones UAA y UAG, que
son codones stop universales, codifican glutamina, siendo el codén UGA es el Unico coddn stop
en estos microorganismos eucariotas (Lozupone et al., 2001; Tourancheau et al., 1995). Todas
las secuencias aminoacidicas de las MTs de Tetrahymena (excepto la TpyrMT-1) contienen
algun residuo de Q (desde 2 en TborMTT4 hasta 17 en ThegMT-4) (Tabla 39). En general, las
CdMTs tienen mas residuos de Q que las CuMTs (un 40% mas). Del andlisis de secuencias
disponibles hasta el afio 2009 (Gutiérrez et al., 2009), se inferia que en las CuMTs de
Tetrahymena las Q se codificaban exclusivamente por el codén CAA. Sin embargo, tras
introducir 10 nuevas CuMTs de ciliados, vemos que esta afirmacidn ya no es correcta puesto
gue en algunas CuMTs aparecen otros codones que también codifican Q (Tabla 39).
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A

! 1 copia de TmalaMTT4 (300 bp)

ATGGATAAAACTTCTTAAGAAAGCT CTAAAACTTGTT GCAAAACTGAAGAGAAA
TGGTGCTGCTEGCCCTAGTGAAACTTAAAATTGTT GCAACT CTGAAG GTAAATAA
TGCTGTGTTEGCTAAGGAGAAGGATGCATATATGTATGCTGCAAGTGCTGTAA
GGCTTAAGCTGAGTGTAAGTGTGGACCTAATG CTAAATACT GCTGTATAGATCC
AAGTACTGGABACTGTTGTGTATGTAAAACTAAATTTTGTAGTAAATCAGATTCT
A AGGAATGCTGTCCTGEAGGTAAATGTTGA

271

40
1 copia de TmalaMTT4 (300 bp)

ATGGATAAAACTTCTTAAGAAAGCT CTAAAACTTGTT GCAAAACTGAAGAGAAA
TEGTGCTGCTGCCCTAGT GAAACTTAAAATT GTTG CAACT CTGAAG GTAAATAA
TECTGTGTT GGCTAAGGAGAAGGATGCATATATGTATGCTGCAAGT GCTGTAA
GGCTTAAG CTGAGTGTAAGTG TG GACCTAAT GCTAAATACTGCTGTATAGATCC
AAGTACTGGAAACTGTTGTGTATG TAAAACTAAATTTIT GTAGTAAATCAGATTCT
AAGGAATGCTGTCCTGGAGGTAMATETTGA

300

Primera copia (271 ph)
[92% homologia )

L[5

Region de unién:

Segunda copia (260 pb)
[94% homologia)

] 4

280

ATGGATAAAACTT CTTAAGAAAGCTCTAAAACTTGTT GCAAAACTGAAGAGAAATG G TGIN GCT GUCCTAGT GAAACT TAAAATTGCT GCAACT CTGACGATAAGCA
ATGTTGTGTTGET GAAGGGGAAGGAT GCATATATGTATGCT GTAAGT GCT GTAAGGT TAAAGCT CAATGCAATTGT GGACCT AACGCT AAATACTGCTGTATTGAT
CCTAATACT GGAAACT GTTGTGTAT GTAAAACT AAATTTT GCAGCAAAT CAGATT CTA CCTG CAAAAL AMCT GARGAGARATGETECTECTETCCTAGT GARATT T#A
AAATTGTTGCAACT CTGAT GATAAGTAATGTTGTGTT GGTTAAGGAGAAGGATGTATATATGTATGCT GLAAGT GCT GTAAGGCT CAAGCTGAAT GTAAGTGTGGA
CCTAAT GCTAAATACTGCT GTATAGAT CCAAATACTGGAAACTGTTGTGTATGTAAANCCAAATT TTG CAGTAAATCAGATT CTAAAGAAT GCT GTCCTG GAGGCAA

ATGCTGA

540 TmalaMTT3 (540 bp)

271

TmalaMTT4 (99 bp) 20

MDKTSQESSKT CCK TEEKWCOCP SETANCCNSEGK QUCVGOGE GO VICK CCKAQAE CKTGP NAKY CCIDP STGNCCVIK TR FCSKSDSKECCPGGKC

14

99

MDKTSQESSKT O TEEKWCOCCP SETONCCWSEGK QUCVGEQGE GO Y VUCK CCRAQAE CK OGP NAKY CCIDP STGMCCYCKTKF CSKSDSKECCPGGKC

Primera copia [90 aa)
[92% homologia)

+ [ Region de unién (4 aa) ‘ +

Segunda copia (85 aa)
[94% homologia)

90 94

MDKTSQESSKT CCKTEEKWCCCPSETONCON SDDK QCCVGEGEGOYVCIK CCK VK AECNCGPNAKYCODPNT GNCCVCKTKFCSKSDSTCKK TEEK W

COCPSEIQNCCNSDDKOCCVGEQGEGOY VOCK CARAQAE CK OGP NAKY CCIDPNT GNCCYOK TK FCSKSDSKECCPGGK T

TmalaMTT3 (179 aa)

179

Fig. 73. Representacién esquematica del posible origen de la CAMT TmalaMTT3, formada a partir de la
recombinacién de dos copias del gen TmalaMTT4. (A): Esquema de las secuencias nucleotidicas. (B):
Esquema de las secuencias aminoacidicas. En los recuadros naranja y verde se identifican las partes de
cada una de las copias de la TmalaMTT4 (primera y segunda, respectivamente) que forman parte de la
TmalaMTT3. Se indica el nucleétido o aminodcido de inicio y fin de cada una de las copias. En rojo se

sefiala la regién de unién entre ambas copias.
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Tabla 39. Distribucién de los codones de glutamina (Q) en ambas subfamilias de MTs de Tetrahymena

CdMT

Codones que codifican glutamina (Q)

0O
>
>

UAA

UAG

CAG

Numero total de Q en
cada especie

TpigMT-1

TpyrMT-1

TpyrMT-2

TtheMTT1

TtheMTT3

TtheMTT5

TrosMTT1

TtroMTT1

TmobMT1

TvorMT1

ThegMT1

ThegMT2

ThegMT3

ThegMT4

TborMTT1

TborMTT2

TelliMTT1

TelliMTT2

TmalaMTT1

TmalaMTT2

TmalaMTT3

TmalaMTT4
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TpatMTT2
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Total (%)

52 (29,21%)

96 (53,93%)

27 (15,17%)

3 (1,69%)

178 (100%)

CuMT
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®
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(@)

Numero total de Q en
cada especie

TpigMT-2

TtheMTT2

TtheMTT4

TrosMTT2

TtroMT1

TtroMT?2

TfarCuMT

TelliMTT6

TelliMTT8

TmalaMTT5
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TborMTT3
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TborMTT4

N

TborMTT6
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TborMTT7

TborMTTS8

U100

TamerMTT3
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10

Total (%)

65 (61,32%)

31 (29,24%)

8 (7,55%)

2 (1,89%)

106 (100%)

Las nuevas MTs aportadas en este trabajo se indican en naranja. (*): nimero total de residuos de Q

codificados por cada tipo de coddn y porcentaje de los mismos.
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Aunque el coddn CAA es el predominante (61,32%) en las CuMTs, también aparecen otros
que codifican este aminoacido: UAA (29,24%), UAG (7,55%) y CAG (1,89%). En el caso de las
CdMTs predomina el uso del codén UAA (53,93%) para codificar glutamina. También codifican
este aminodcido en menor medida los codones CAA (29,21%), UAG (17,17%) y CAG (1,69%)
(Tabla 39). Ademas, los codones UAA en las CdMTs estan preferentemente localizados en las
regiones denominadas como "linkers" o de unién entre médulos (30,3%) y al final de los
submaddulos tipo 2 (40,5%). En otras palabras, un 70,8% del total de residuos de Q codificados
por el coddn stop universal UAA se localizan en la regién de unidn entre mddulos y al final de
cada regién modular. Teniendo en cuenta la estructura estrictamente modular de las CdMTs
podriamos establecer la hipdtesis de que las duplicaciones génicas que originaron estas MTs se
vieron favorecidas o apoyadas por el cambio (mutacion) del significado del codon UAA
(originariamente coddn de stop) a coddn codificante de glutamina. Igualmente, la localizacion
en los extremos de cada unidad modular de estas glutaminas pudo facilitar la recombinacion
necesaria para la duplicacién génica.

En resumen, existe una asimetria en el uso de codones de Q entre ambas subfamilias de
MTs de Tetrahymena: CAMTs: UAA > CAA > UAG > CAG, mientras que en las CuMTs: CAA >
UAA > UAG > CAG (Tabla 45). Este hecho nos permite igualmente diferenciar ambas
subfamilias y corrobora el hecho de que las CuMTs son mas similares a las MTs estdndar, tanto
por su patrén de Cys (prevaleciendo la agrupacidon CXC), su longitud (mas similar a la de las
MTs clasicas) y el uso predominante del codén CAA para codificar GIn.

Desde un punto de vista filogenético, tal y como han indicado varios autores (Tourencheau
et al., 1995; Lozupone et al., 2001; Gutiérrez et al.,, 2011), las desviaciones en el cddigo
genético de ciliados han surgido independientemente varias veces a lo largo de la evolucidn.
Ademas, si asumimos que estos cambios ocurrieron en los genes de los ARNt (GIn) en un
ciliado ancestral que utilizaba el codigo genético universal, podriamos suponer que las CuMTs
de Tetrahymena son mas antiguas que las CdMTs de este ciliado, ya que utilizan
preferentemente el coddn estandar y universal CAA frente al UAA, coddn de stop universal
(Tabla 39). Todo esto encaja con la hipdtesis de que inicialmente existian dos linajes de MTs
(Cu y Zn-tioneinas) que ya estaban presentes en las primeras fases de la evolucidn eucariota.
En esta etapa evolutiva la principal funcidén de las MTs era la unién de metales esenciales como
el Cu o el Zn para el mantenimiento de su homeostasis intracelular. Seguin esta hipdtesis, la
aparicion y evolucién de las MTs no estaria directamente relacionada con la presencia de Cd
en el medio, aunque con la evolucién de formas de vida superiores, las MTs llegaron a ser
indispensables para la proteccién frente a Cd u otros metales téxicos, hecho que favorecio la
diversificacion y especializacion funcional de las diferentes isoformas de MTs (Penkowa et al.,
2000).

En el proceso evolutivo de las MTs podrian haber tenido lugar tanto fendmenos de
convergencia como de divergencia. Estos procesos se ponen de manifiesto claramente al llevar
a cabo un analisis comparativo entre las MTs de muchos organismos, ya que existe una gran
diversidad estructural entre los diferentes grupos taxondmicos, distinguiéndose hasta 7
familias de MTs (evolucién divergente) pero, a la vez, se observa un alto grado de conservacién
funcional (evolucién convergente), manifestada en el elevado grado de conservacién de las
agrupaciones de cisteinas, siendo el dominio CXC el mas abundante entre las MTs de todos los
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seres vivos (a excepcion de las CdMTs de Tetrahymena, en las que esta agrupacion es
minoritaria).

A.3. Caracteristicas Unicas de las MTs de Tetrahymena

Al comparar todas las MTs de Tetrahymena con las MTs cldsicas de vertebrados
observamos que presentan algunas caracteristicas Unicas. En la Tabla 40 se muestran estas
caracteristicas actualizadas tras incorporar las nuevas secuencias MT obtenidas.

Tabla 40. Comparacidn de algunas caracteristicas generales de las MTs de Tetrahymena con las MTs
cldsicas de vertebrados

. MTs clasicas de CdMTs de CuMTs de
Caracteristicas
vertebrados Tetrahymena Tetrahymena
Longitud 25-82 aa 99-193 aa 60-158 aa
% Cys 16-32 24-31 26-30
Agrupacion de Cys CCC (32%)
predoriin:nte (% pro‘r"nedio) Sle (B XCCX (35%) CAleed)
Aminodacidos aromaticos e Presentes en algunos Presentes Presentes
histidinas organismos ocasionalmente | ocasionalmente
Capacidad tedrica de union 7 4tomos de Cd/molécula 8-19 dtomos de | 10-26 atomos de
a metal 12 dtomos de Cu/molécula Cd/molécula Cu/molécula

Las MTs de Tetrahymena son excepcionalmente largas (60-193 aa) frente a las MTs
estandar (25-82 aa). Concretamente, las CdMTs son aproximadamente un 55% mas largas y las
CuMTs son un 48% mayores con respecto a las MT estandar (Fig. 70, Tabla 40). Entre las
CdMTs destaca por su longitud la ThegMT4 (193 aa) y, entre las CuMTs, las mas largas son dos
de T. borealis: TborMTT3 (158 aa) y TborMTT6 (158 aa) y la ImMTT2 del ciliado I. multifiliis (167
aa).

Debido a esta mayor longitud, las MTs de Tetrahymena contienen un numero total de
residuos de Cys muy superior al de las MTs clasicas y, aunque el porcentaje de cisteinas con
respecto al resto de los aminodacidos estd dentro del rango de las MT estdndar, su capacidad
tedrica de quelacién de metal es también mayor (Tabla 40). Esta capacidad teérica de unidn a
metal se calcula considerando que las MTs de Tetrahymena actuarian como las MTs de
vertebrados, es decir, que todos los residuos de Cys estarian involucrados en la unién con el
metal pesado y, por consiguiente, se les aplicarian las siguientes estequiometrias: Cd(Cys)ao
para las CdMTs y Cuiz(Cys)zo para las CuMTs (Klaassen et al., 1999). Esta estequiometria ha
sido corroborada mediante el analisis de la estructura tridimensional de algunas MTs estandar
(Peroza et al., 2009), que podrian unir unos 7 atomos de Cd**/molécula y unos 12 dtomos de
Cu*/molécula (Tabla 40). Las CdMTs mas cortas (TtheMTT5 y TmalaMTT4) son capaces de unir
8 6 9 4tomos de Cd?*/molécula, mientras que las CdMTs mas largas (como la TpyrMT-2, que
presenta una estructura pentamodular y el mayor contenido en residuos de Cys) podrian unir
hasta 19 d&tomos de Cd*/molécula (Tabla 41). El valor promedio de dtomos de Cd** que las

201



Discusion

CdMTs son tedricamente capaces de unir es de 15 dtomos/molécula, mas del doble de lo
calculado para las MTs estandar (7 atomos/molécula) (Tabla 40). Por otro lado, las CuMTs
presentan una capacidad tedrica de quelacion de Cu* de entre 10 &tomos/molécula (en el caso
de TborMTT4, que es la CuMT de menor longitud) y 32 dtomos de Cu*/molécula, como es el
caso de la ImMMTT2 de I. multifiliis, actualmente la CuMT con mayor potencial de unién de Cu*
gracias a su gran longitud (167 aa) y a su elevado niumero de Cys (54 residuos) (Tabla 41). Por
lo tanto, y de igual forma que sucede con las CdMTs, la capacidad tedrica de unién de metal de
las CuMTs (20 dtomos de Cu*/molécula como promedio) supera considerablemente a la de las
MTs estandar (12 atomos de Cu*/molécula) (Tabla 40).

Algunos de estos datos han sido corroborados experimentalmente: en la CAMT TpyrMT-1
se ha constatado la unién de 12 Cd** por mol de proteina u 11 Cd* por polipéptido en
(Domenech et al., 2008). Igualmente, para la TtheMTT1 y la TtheMTT2 se ha confirmado
(Wang et al., 2011) la formacién in vitro de los siguientes complejos estables: Cdis(Cys)ss Yy
Cdi1(Cys)s, respectivamente, que corroboran el valor tedrico calculado para estas MTs.
También se ha constatado que el Cu?* no puede reemplazar al Cd?* en el complejo formado por
la TtheMTT1, pero si es capaz de reemplazarlo en el caso del complejo formado por la
TtheMTT2 (Wang et al., 2011). Este dato confirma de nuevo la clasificacién de la TtheMTT1y la
TtheMTT2 como Cd- y CuMT, respectivamente.

Recientemente también se han analizado las capacidades y preferencias de unidn de las
cinco isoformas de MTs de T. thermophila mediante espectrometria de masas por electrospay,
dicroismo circular y espectrofotometria UV-vis (Espart et al., 2015). De este estudio se
concluyé que las isoformas TtheMTT1 y TtheMTT5 unen de manera éptima 17 y 8 atomos de
Cd?* respectivamente, corroborandose asi la capacidad tedrica calculada de unién al Cd** de
las mismas (Tabla 41). Por otro lado, la CAMT MTT3 mostré una baja afinidad tanto por el Cd**
como por el Cu*, obteniéndose una mayor afinidad en los ensayos de quelacién de Zn?*. Este
resultado se corresponderia con los datos obtenidos por RT-PCR cuantitativa por Diaz y
colaboradores (2007), en los que se muestra una induccion preferente del gen MTT3 por el
Zn**. En cuanto a las CuMTs de T. thermophila (TtheMTT2 y TtheMTT4), se detectd la
formacién de complejos homo-metdlicos de Cu*, principalmente con 20 34tomos de
Cu*/molécula (Espart et al., 2015). Este valor es muy préximo al calculado tedricamente (19
Cu*/molécula) (Tabla 41). Sélo se encontraron complejos de Zn en el caso de la TtheMTT4, que
Unicamente se diferencia de la TtheMTT2 en la posicién de un aminodacido (Asn® / Lys®). Es
interesante observar como el cambio en un solo aminoacido provoca una mayor afinidad por
los iones de Cu* en la TtheMTT2 (Asn) frente a la TtheMTT4 (Lys) (Espart et al., 2015). Esta
caracteristica también ha sido descrita en MTs del caracol Cantareus aspersus, que segun
presentan el aminodcido Lys o Asn en una determinada posicién se inclinan mas a actuar como
Zn/CdMTs o CuMTs, respectivamente (Pérez-Rafael et al., 2014).
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Tabla 41. Capacidad de unién a metal (Cd?* o Cu*) de las Cd- y CuMTs de diferentes especies de
Tetrahymena y de . multifiliis

CdMTs N2 dtomos de Cd?*/molécula CuMTs N2 dtomos de Cu*/molécula
TpigMT-1 12 (11-12) TpigMT-2 17
TpyrMT-1 11 TtheMTT2 19 (20)
TpyrMT-2 19 TtheMTT4 19 (20)
TtheMTT1 17 (17) TrosMTT2 13
TtheMTT3 15 TtroMT1 17
TtheMTT5 8 (8) TtroMTT2 19
TrosMTT1 12 TfarCuMT 19
TtroMTT1 16 TelliMTT6 26
TmobMT1 18 TelliMTT8 16
TvorMT1 17 TmalaMTT5 19
ThegMT1 12 TborMTT3 26
ThegMT2 17 ThorMTT4 10
ThegMT3 18 ThorMTT6 26
ThegMT4 18 TborMTT7 25
ThorMTT1 12 TborMTT8 13
ThorMTT2 17 TamerMTT3 19
TelliMTT1 16 ImMTT2 32
TelliMTT2 15 PROMEDIO =20

TmalaMTT1 17
TmalaMTT2 15
TmalaMTT3 16
TmalaMTT4 9
TpatMTT1 12
TpatMTT2 14
TamerMTT1 11
TamerMTT2 17
PROMEDIO =15

Se muestran los datos de la capacidad tedrica de unién a metal para cada MT. Entre paréntesis se
indican algunos de los valores de la capacidad real de unidn al metal, calculados experimentalmente. En
naranja se destacan las nuevas MTs obtenidas en este trabajo. Los valores tedricos se calculan a partir
de la estequiometria: Cd7(Cys)20 para las CdMTs y Cu12(Cys)20 para las CuMTs.

Otra de las peculiaridades de las MTs de Tetrahymena es la presencia ocasional de
aminodcidos aromaticos e histidinas (His) frente a la menor presencia de este tipo de
aminoacidos en las MTs de vertebrados (Tabla 40 y 42). En las CdMTs (subfamilia 7a) sélo esta
presente la His en dos de las 26 secuencias descritas: TpatMTT2, con un residuo de His y
TtheMTT3, que presenta dos His. Las His son mas frecuentes en el caso de las CuMTs
(subfamilia 7b), donde TtheMTT2, TtheMTT4, TtropMT2, TfarCuMT, TamerMTT3, TelliMTT8 y
TmalaMTT5 presentan un residuo de His y TelliMTT6 contiene hasta dos His (Tabla 42). Por lo
tanto, del total de las 43 MTs descritas en ciliados, sélo el = 23% contiene algun residuo de His
y son las CuMTs las que tienen mas secuencias con His (= 47%) respecto de las CdMTs (= 8%).
En cuanto a la cantidad de residuos de His por secuencia de MT, ésta oscila entre 1 6 2
residuos, al igual que en la mayoria de organismos que presentan His en sus MTs (Tabla 42).
Algunas excepciones se observan en las MTs del gusano Caenorhabditis elegans, que tiene
hasta 4 residuos de His o del hongo filamentoso Agaricus bisporus, con 3 His. En
contraposicion, ninguna de las MTs de mamiferos analizadas contiene un residuo de His y, de
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entre todas las MTs de vertebrados seleccionadas, sélo la MT-A del anfibio Xenopus laevis
contiene un Unico residuo de este aminoacido (Tabla 42).

Tabla 42. Numero de residuos de histidina presentes en las MTs de diferentes grupos taxondmicos

MT Organismo Grupo taxondmico | N2 Histidinas (%)
PaerMT Pseudomonas aeruginosa y-Proteobacteria 2 (2,53)
TvulMT-NA Thermosynechococcus vulcanus Cianobacteria 2 (3,51)
SmtA Synechococcus Cianobacteria 3 (13,64)
AbisMT Agaricus bisporus Hongo filamentoso 3(5,08)
Mmtl Magnaporte grisea Hongo filamentoso 1 (4,55)
ScerCuMT Saccharomyces cerevisiae Levadura 2 (2,90)
Cupl Saccharomyces cerevisiae Levadura 1(1,64)
YlipMT Yarrowia (Candiday) lipolytica Levadura 1(1,82)
MeduMT-10-1a Mytilus edulis Molusco bivalvo 0 (0)
CvirMT-IVB Crassostrea virginica Molusco bivalvo 1(1,2)
HamerMT-1 Homarus americanus Crustaceo 0 (0)
CsapMT-1 Callinectes sapidus Crustaceo 0(0)
CsapMT-2 Callinectes sapidus Crustaceo 0 (0)
DmelMT-1 Drosophila melanogaster Insecto 0(0)
CeleMT-1 Caenorhabditis elegans Nematodo 4 (5,33)
EfetMT Eisenia foestida Anélido 0(0)
SpurMT-A Strongylocentrotus purpuratus Equinoideo 0 (0)
TaesMT-1 Triticum aestivum Planta 2(2,47)
ZmaysMT-1 Zea mays Planta 2 (2,60)
AthaMT-1A Arabidopsis thaliana Planta 0(0)
NcorMT-A Notothenia coriiceps neglecta Pez 0 (0)
DrerMT-1 Danio rerio Pez 0(0)
XlaeMT-A Xenopus laevis Anfibio 1(1,61)
HsapMT-1A Homo sapiens Mamifero 0(0)
HsapMT-1F Homo sapiens Mamifero 0 (0)
HsapMT-2 Homo sapiens Mamifero 0(0)
PtroMT-1X Pan troglodytes Mamifero 0 (0)
RratMT-2 Rattus rattus Mamifero 0(0)
MmusMT-1 Mus musculus Mamifero 0 (0)
EcabMT-1A Equus caballus Mamifero 0(0)
OcunMT-2A Oryctolagus cuniculus Mamifero 0 (0)
SscroMT-1C Sus scrofa Mamifero 0(0)
TtheMTT3 Tetrahymena thermophila Ciliado 2(1,23)
TpatMTT2 Tetrahymena patula Ciliado 1(0,68)
TtheMTT2 Tetrahymena thermophila Ciliado 1(0,91)
TtheMTT4 Tetrahymena thermophila Ciliado 1(0,91)
TtropMT2 Tetrahymena tropicalis Ciliado 1(0,91)
TfarCuMT Tetrahymena farahensis Ciliado 1(0,93)
TelliMTT6 Tetrahymena elliotti Ciliado 2 (1,35)
TelliMTT8 Tetrahymena elliotti Ciliado 1(1,11)
TmalaMTT5 Tetrahymena malaccensis Ciliado 1(0,91)
TamerMTT3 Tetrahymena americanis Ciliado 1(0,93)
ImMMTT2 Ichthyophthirius multifiliis Ciliado 1 (0,60)

Se muestran exclusivamente las MTs del género Tetrahymena que contienen el aminoacido His en su

secuencia aminodcidica. En naranja se sefialan las nuevas MTs descritas en este estudio.
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Inicialmente se creia que, en general, las MTs carecian de aminodcidos aromaticos e
histidinas debido a que éstos habian ido perdiendo importancia a lo largo de la evolucidn de
estas proteinas, cada vez mds largas y con un mayor contenido en residuos de Cys. Sin
embargo, estudios posteriores han demostrado que las His tienen, en las MTs de algunos
organismos, un papel muy importante: estabilizar la unidn proteina-metal, reduciendo la carga
global y favoreciendo la organizacion estructural del complejo (Blindauer, 2008). También, se
suele relacionar la presencia de residuos de His con la capacidad de la MT para unir Zn?,
gracias a los anillos imidazol presentes en este aminoacido. Un ejemplo de ello es la MT Mmt1l
del hongo patégeno del arroz Magnaporthe grisea, que ha sido caracterizada como una MT de
unién a zinc, proceso en el que parecen contribuir sus residuos de His (Tucker et al., 2004).
Igualmente, en la MT SmtA de la cianobacteria Synechococcus spp., los residuos de His (H* y
H*) parecen ser los responsables de unir dos iones de Zn?* o Cd?** (Daniels et al., 1998). Algo
parecido podria ocurrir con la CAMT TtheMTT3 de T. thermophila, clasificada dentro de la
subfamilia 7a pero con una mayor afinidad por el Zn frente al Cd (Espart et al, 2015),
probablemente debido a los dos residuos de His que presenta.

Todos estos datos parecen confirmar que la histidina puede actuar como ligando del zinc,
aumentando la afinidad relativa por este metal esencial frente al Cd?*. Por lo tanto, MTs con
His podrian relacionarse con el mantenimiento de la homeostasis del Zn?*, liberando este
metal esencial cuando la célula lo requiera y regulando la concentracion intracelular del
mismo. En el afio 2001 se introdujo una nueva propuesta de clasificacion de las MTs basada en
caracteristicas estequiométricas, espectroscépicas y espectrométricas de estas proteinas
cuando se unen a los metales esenciales Zn** o Cu* (Valls et al., 2001). En base a ello se
propusieron dos categorias diferentes: las ZnMTs, que mantienen unido el Zn?** cuando se
pliegan in vivo aun en presencia de altas concentraciones de Cu* en el medio y las CuMTs, que
son capaces de mantener unido el Cu* bajo las mismas condiciones. Se puede establecer un
rango de preferencias desde aquellas que son genuinamente ZnMTs y aquellas que son CuMTs,
hasta aquellas otras que mantienen posiciones intermedias, no mostrando una clara
preferencia por Zn** o Cu*. Un ejemplo de genuina ZnMT es la CeleMT-1 de C. elegans, que
presenta una clara funcidn en la homeostasis del Zn?* y contiene 4 residuos de His (Tabla 42).
Por otro lado, una genuina CuMT podria ser la Cup1l de la levadura S. cerevisiae, que tiene sélo
un residuo de His (Tabla 42).

Otra caracteristica general de las MTs es la gran asimetria que existe en la proporcién de
determinados aminodcidos en sus sequencias, como son la lisina (Lys) y la arginina (Arg),
ambos con carga positiva a pH fisioldgico. Generalmente, los residuos de Lys son mucho mas
abundantes que los de Arg y esta asimetria (Lys >> Arg) se observa en todas las MTs descritas
hasta la actualidad. En las MTs de ciliados los residuos de Arg estan practicamente ausentes:
entre las CAMTs, s6lo TtheMTT3 y ThegMT2 contienen un residuo de Arg cada unay, en el caso
de las CuMTs, sélo TborMTT3 e IMMTT2 contienen 1 6 2 Arg, respectivamente. En estos casos
excepcionales, la localizacién de los residuos de Arg es la misma que la de los residuos de Lys
en el resto de las MTs de ciliados. Estos dos aminoacidos (Lys y Arg), al estar cargados
positivamente y mayoritariamente expuestos en la superficie de la proteina, presentan un
papel muy importante en el mantenimiento de la estabilidad de la misma mediante la
formacién de interacciones electrostaticas. La arginina forma un mayor numero de
interacciones que la lisina. Este hecho se ha comprobado mediante algunos experimentos en
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los que se intercambiaron los residuos de Lys por Arg en la superficie de la proteina verde
fluorescente (GFP). En ellos se observé que la proteina mantenia su actividad y, ademas, la
variable de la GFP con Arg era mucho mas estable que la que tenia Lys en presencia de urea,
pH basico o detergentes idnicos. Sin embargo, la estabilidad térmica de la proteina era similar
que la de la GFP control (Sokalingam et al., 2012). Por otro lado, se ha observado que las
proteinas con elevada solubilidad, altos niveles de expresion y abundantes niveles
intracelulares presentan una mayor ratio entre el contenido de Lys vs. Arg (Warwicker et al.,
2014). Por consiguiente, las MTs requieren un elevado nimero de Lys y muy pocas o ninguna
Arg por molécula para favorecer su mayor solubilidad, evitando asi la formaciéon de agregados
de proteinas, y unos mayores niveles intracelulares (mayor expresién) que les permitan
responder con rapidez al estrés inducido por la presencia de metal en el medio.

A.4. Analisis de los ADNc de las nuevas MTs aisladas de especies del género Tetrahymena

La mayoria de las MTs descritas en el género Tetrahymena han sido aisladas como ADNc
(las secuencias de las nuevas MTs descritas en este trabajo estan recogidas en el Anexo II).
Tras comparar los ADNc con las secuencias de ADN gendmico correspondientes, se ha podido
confirmar la ausencia de intrones en los ORFs de todos los genes que codifican estas MTs
(Gutiérrez et al., 2011). En general, lo mas habitual es que los genes MTs si contengan intrones
(Leignel et al., 2008). Por ejemplo, los genes MTs de vertebrados presentan una estructura
formada por tres exones y dos intrones (Samson and Gedamu, 1998). Sin embargo, aunque no
son muy frecuentes, también se han descrito genes MTs sin intrones en algunos bivalvos
marinos, en los que se ha propuesto que esta adaptacidon génica permite una transcripcion
mas rapida en respuesta a la presencia de metales (Leignel et al, 2005). En otros organismos
modelo (Arabidopsis thaliana, Mus musculus, S. cerevisiae o Schizosaccharomyces pombe) se
ha observado que aquellos genes que se expresan rapidamente en respuesta a diferentes tipos
de estrés tienen un bajo contenido en intrones. La presencia de intrones parece retrasar la
respuesta celular al estrés debido a que éstos tendrian que ser transcritos y posteriormente
eliminados (procesamiento postranscripcional), suponiendo ademdas un mayor gasto
energético (Jeffares et al., 2008). Quiza por esta razén los genes MTs de Tetrahymena carecen
de intrones, permitiendo asi una expresién mas rapida. Por ejemplo, el gen de la CAMT
TpigMT-1 aumenta su expresién diez veces en sélo 30 minutos de exposiciéon a Cd?* (Boldrin et
al., 2002), y, con ello, se facilita la supervivencia del microorganismo ante la presencia de
metal.

Una excepcidn a la ausencia general de intrones en los genes MTs de ciliados se observa en
el gen MTT5 de T. thermophila, que contiene un intrén en su regién no codificante 3' UTR. La
existencia de ARN mensajeros del gen MTT5 con y sin este intron, dependiendo del estado
celular en el que se encuentre este microorganismo, constituye el primer caso de splicing
alternativo descrito en T. thermophila (Diaz et al., 2007). Otro caso de splicing alternativo se ha
descrito en el ciliado Euplotes raikovi (Miceli et al., 1992), en el que este procesamiento
determina si la feromona sexual codificada por el gen Er-1 permanece unida o no a la
superficie celular. El intron presente en la regiéon 3’'UTR del transcrito MTT5 elimina dos
posibles motivos de degradacién del ARNm, dejando otros dos intactos. La region que es
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eliminada contiene una horquilla (estructura secundaria del transcrito) que podria estar
involucrada en la localizacion citoplasmatica del ARNm. Un caso similar aparece en una MT de
rata (Nury et al., 2005) y es responsable de su localizacion en la regidn perinuclear. La
localizacién intracelular de los ARNms es un mecanismo eucariota que facilita la biosintesis de
la proteina cerca del lugar en donde ejercera su funcidn (Jansen, 2001).

En la base de datos Tetrahymena Comparative Database (Broad Institute, Cambridge, USA),
la MTT3 de T. malaccensis (registrada como proteina hipotética con el nimero de acceso
EIA_07390.2) muestra un posible intrén de 60 pb. Sin embargo, la secuencia de ADNc
incorporada en este trabajo [Gene Bank: KU167648] no lo identifica como un intrén, sino como
parte codificante de la propia secuencia. Tras un estudio mas detallado, confirmamos que lo
que en esta base de datos se considera como un intrén realmente se corresponde con la
secuencia del sm1 del segundo mddulo de la TmalaMTT3. Esta regidon mantiene perfectamente
la secuencia consenso de todas las CdMTs de Tetrahymena vy, por lo tanto, no es realmente un
intrén. Sin embargo, los autores de la base de datos han debido confundir esta secuencia con
un intrén ya que empieza por GT, termina por AG y tiene un elevado porcentaje de A+T
(68,3%), al igual que ocurre en la secuencia consenso que define los extremos de un intrén (5'
GTAAG/TAG 3'). Por consiguiente, confirmamos que la isoforma MTT3 de T. malaccensis no
tiene ningun intrén en su region codificante.

En general, los genes codificantes de MTs se regulan a nivel transcripcional (Wilson et al.,
1998; Miles et al., 2000). En vertebrados, plantas y algunos invertebrados como Drosophila
melanogaster (Zhang et al., 2001), la induccién de la expresién de las MTs por metales implica
la unién del factor de transcripcion MTF-1 a los motivos MREs (Metal Responsive Elements). El
factor MTF-1 contiene seis dedos de Zn con los que puede unirse a los elementos MREs del
ADN (Carpene et al., 2007), localizados en multicopia a lo largo de los promotores de estos
genes MTs (Haq et al., 2003). Sin embargo, a pesar de que el genoma de T. thermophila
contiene numerosas proteinas con dedos de Zn, ninguna de ellas parece ser un ortélogo del
factor MTF-1 ni se han identificado motivos MREs (Diaz et al., 2007). Por el contrario, otros
investigadores han identificado in silico la presencia de hipotéticos motivos MREs y AREs
(Antioxidant Response Elements) en los promotores de varios genes MTs de T. pigmentosa
(Boldrin et al., 2002), aunque ninguno de ellos ha sido identificado experimentalmente.

Ante la ausencia de motivos MREs candnicos en los promotores de los genes MTs del
género Tetrahymena, creemos que la expresion de estos genes podria estar mediada por otros
factores de transcripcién distintos a MTF-1 (Diaz et al., 2001). El analisis in silico de la region 5'
UTR del gen TtheMTT5 permitié identificar 13 copias de un motivo conservado denominado
MTCM1 (Metallothionein Conserved Motif 1), que presenta la secuencia consenso: 5'
GTGTGAATCATGAGT 3' (Diaz et al., 2007). Este motivo también ha sido descrito en los
promotores de las otras dos CdMTs de T. thermophila: TtheMTT1 (en la que se han identificado
6 copias del motivo MTCM1) y TtheMTT3 (con dos copias de MTCM1). Este mismo motivo
también esta presente en la regién promotora de la TpyrMT-1 (5 copias) (Diaz et al., 2007) y se
ha identificado en la mayoria de las nuevas MTs descritas en este trabajo. Por ello, creemos
que podria tener una funcidn importante en la regulacion de la expresidn de estos genes MTs.
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Muchas de las copias del motivo MTCM1 incluyen la secuencia consenso 5' TGANTCA 3/,
siendo "N" cualquier nucledtido. Esta secuencia consenso es similar a la secuencia: 5'
TGA(G/C)TCA 3', a la que se unen los factores de transcripcion del tipo AP-1. Los factores AP-1
también se conocen como c-jun y son miembros de la superfamilia bZIP (basic region leucine
Zipper) de factores de transcripcidon en eucariotas. En S. cerevisiae se conoce un factor AP-1
(Ilamado YAP-1) que esta involucrado en la respuesta frente a metales y estrés oxidativo (Wu
et al.,, 1993). También se han descrito factores de transcripcidn similares a AP-1 en los
promotores de los genes MTs de insectos (D. melanogaster) y moluscos (Crassostrea virginica)
(Jenny et al., 2006). Sabemos que en el genoma de T. thermophila existen, al menos, cuatro
genes homodlogos a AP-1, que podrian ser buenos candidatos para interaccionar con los
motivos MTCM1 (Gutiérrez et al., 2009). En T. thermophila, el ranking de los niveles de
induccion relativa (definidos por RT-PCR cuantitativa) de los tres genes que codifican CdMTs
es: TtheMTT5 >> TheMTT1 > TtheMTT3 (Gutiérrez et al., 2011). Este ranking se corresponde
con el numero de motivos MTCM1 presentes en cada promotor (Purrs: 13 copias >> Pyri: 6
copias > Purrs: 2 copias), lo que sugiere que este motivo podria tener una importante funcion
en la regulacion de la expresion de estos genes.

A.5. Andlisis comparativo de la expresion de genes MTs en diferentes especies de
Tetrahymena, tras el tratamiento con diferentes agentes estresantes

Las MTs de Tetrahymena, al igual que las MTs de otros organismos, se consideran proteinas
multiestrés porque son capaces de responder frente a diferentes estimulos o agentes
estresantes, tales como: metales, estrés oxidativo, choques térmicos, cambios de pH, periodos
de inanicidn, hormonas, citoquinas y muchos otros compuestos quimicos o drogas (Diaz et al.,
2007; Amaro et al., 2008). Por esta razon, y aunque las MTs no son consideradas como
esenciales, parecen aportar una serie de ventajas para la supervivencia de los organismos bajo
estas situaciones de estrés (Hughes and Sturzenbaum, 2007; Masters et al., 1994).

Las diferencias existentes tanto en las condiciones experimentales como en los protocolos
de RT-PCR cuantitativa complican la comparaciéon entre los niveles de induccidn obtenidos por
distintos investigadores para los genes codificantes de MTs. Sin embargo, a la vista de todos
los resultados publicados hasta el momento, incluidos los aportados en este trabajo (Tabla 43),
podemos realizar un analisis comparativo aproximado y obtener algunas conclusiones.

En general, las CdMTs del género Tetrahymena presentan mayores niveles de induccidn
tras la exposiciéon a Cd?* respecto de aquellos obtenidos en presencia de otros metales. Por
tanto, el Cd?* se sitUa en la primera o segunda posicion del ranking de induccidn relativa en la
mayoria de los casos (= 92%). Esto mismo ocurre en el caso de las CuMTs, que principalmente
se inducen (el 100% de ellas) en presencia de Cu®*. Este patrén de induccidn suele mantenerse
(aunque no siempre) independientemente de la duracidn del tratamiento (0,5, 1 6 24h) (Tabla
43), y corrobora la divisién de las MTs de Tetrahymena en las dos subfamilias: 7a o CdMTs y 7b
o CuMTs (Diaz et al., 2007).
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Tabla 43. Ranking de los valores de induccidn relativa de los genes MTs del género Tetrahymena

obtenidos mediante el analisis por RT-PCR cuantitativa, tras el tratamiento con distintos metales

pesados
Ranking de los niveles de
Gen Subfamilia induccion relativa ante Tratamiento | Referencia bibliografica
diferentes metales
TpyrMT-1 CdMT Cd>Cu>Zn>Hg 1h Fu and Miao, 2006
TpyrMT2 CdMT Cd>Cu>Zn>Hg 1h Fu and Miao, 2006
Cd>Hg>Cu>Zn 30 min
. Dondero et al., 2004
TtheMTT1 CdMT Cd>Zn>Pb>Cu>Ni 1h i
. Diaz et al., 2007
Cd>Pb>As>Cu>Zn>Ni 24h
Zn>Cd>Pb>Ni>Cu 1h ,
TtheMTT3 CdMT Cd>Zn>AssNi>CusPb 5ah Diaz et al., 2007
Pb>Cd>Zn>Cu>Ni 1h ,
TtheMTT5 CdMT . Diaz et al., 2007
Pb>As>Cd>Cu>Zn>Ni 24h
Cd>Pb>As>Cu>Zn 1h
TrosMTT1 CdMT Pb>Cd>As>Zn>CusNi 5ah Amaro et al., 2008
TpigMT-1 CdMT Hg>Pb>Cd>Cu>Zn 1h Guo et al., 2008
Zn>Pb>Cd>Cu 1h
ThegMT1 CdMT Pb>Cd>Zn>Cu 5ah Changetal., 2014
Zn>Cd>Cu>Pb 1h
ThegMT-2 CdMT Chang et al., 2014
Pb>Zn>Cd>Cu 24h
Cd>Zn>Cu>Pb 1h
*
TmalMT1 CdMT Cd>Zn>CusPb 5ah Changetal., 2014
Cd>Cu>Pb>Zn 1h
TmobMT1 CdMT Chang et al., 2014
Cd>Pb>Cu>Zn 24h
As>Cd>Pb>Zn>Cu 1h De Francisco et al., 2016
ThorMTT1 CdMT Cd>Pb>As>Zn>Cu 24h (Esta tesis doctoral)
Zn>Cd=Cu>As>Pb 1h De Francisco et al., 2016
TborMTT2 CdMT X
Cu>Cd>Pb>Zn>As 24h (Esta tesis doctoral)
Cu>Pb>Cd>Zn>As 1h
Amaro et al., 2008
TrosMTT2 CuMT Cu>Zn>Cd>Pb>Ni 24h
Zn>Cu>>Pb>Cd>As 1h De Francisco et al., 2016
TborMTT7 CuMT X
Cu>Zn>>Cd>As>Pb 24h (Esta tesis doctoral)
Cu>Cd>Zn>Pb=As 1h De Francisco et al., 2016
TelliMTT6 CuMT
Cu>>Pb>Cd=As~Zn 24h (Esta tesis doctoral)
Cu>Cd>Zn>Pb>As 1h De Francisco et al., 2016
TamerMTT3 CuMT .
Cu>Cd>As>Zn=Pb 24h (Esta tesis doctoral)
Cu>Cd>Zn>Pb=As 1h De Francisco et al., 2016
TmalaMTT5 CuMT
Cu>Cd>Pb=As>Zn 24h (Esta tesis doctoral)

(*): En Chang et al. (2014) se describe una CAMT en la especie T. malaccensis, denominada TmalMT1.

Esta MT se corresponde con el gen TmalaMTT1 descrito en este trabajo. TmalaMTT1 y TmalaMTT2

presentan un 84% de homologia en sus secuencias nucleotidicas y no es posible disefiar cebadores

especificos para cada una de ellas de forma que las podamos distinguir. Por esta razéon nosotros no

llevamos a cabo el andlisis de expresion de este gen por RT-PCR cuantitativa. Los resultados de

expresién mostrados en Chang et al., 2014 muy probablemente se correspondan a la suma de las

expresiones de ambos genes.
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En algunas CdMTs, tales como TtheMTT5 (1 y 24h), TrosMTT1 (24h), TpigMT-1 (1h),
ThegMT1 (1 y 24h) y ThegMT2 (24h), el plomo (Pb?) se sitla por delante del cadmio en el
ranking de induccion (Tabla 43). Las MTs también son inducidas por plomo en otros
organismos como ratas, peces o humanos (Church et al., 1993; Cheung et al., 2005), hecho que
podria explicarse por la gran similitud que existe entre las estructuras quimicas de ambos
metales. El plomo es el segundo metal, después del cadmio, capaz de desplazar al Zn?* de su
unién con la MT hepdtica y puede, a su vez, desplazar al cadmio del complejo Cd-MT (Waalkes
et al., 1984; Erk and Raspor, 2001). Igualmente, el andlisis del transcriptoma de algunas plantas
modelo ha revelado que muchos genes responden de manera similar al plomo y al cadmio
(Kovalchuk et al., 2005). Por otro lado, algunas CdMTs también se inducen notablemente tras
la exposicidn a arseniato (As®*), que suele ocupar la segunda o tercera posicién del ranking.
Concretamente, el gen ThorMTT1 es el que mas se induce con este metaloide: = 300 veces tras
1h de tratamiento con As>* (Tabla 43). La toxicidad del arsénico depende de su forma quimica
y de su estado de oxidacidn. Se cree que este metal favorece la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), responsables de procesos de peroxidacidon lipidica y dafo
genotoéxico (Shi et al., 2004). Las MTs son capaces de reducir la toxicidad del arsénico
interaccionando directamente con el metal mediante sus grupos tidlicos y neutralizando las
ROS generadas por el mismo, actuando asi como defensas antioxidantes (Qu and Waalkes,
2015).

Las CdMTs TtheMTT3, ThegMT1, ThegMT2 y TborMTT2 alcanzan sus mayores niveles de
induccion tras el tratamiento con Zn?* (1h de exposicidn) (Tabla 43). Estas CdMTs podrian
tener como funcién principal la regulacién de la homeostasis de metales esenciales como el
Zn** o el Cu®, al igual que ocurre con las CuMTs, que alcanzan sus mayores niveles de
induccion en la mayoria de los casos tras la exposicidn a Cu** o Zn** (Tabla 43).

Los genes MTs también se inducen en presencia de otros metales como el mercurio (Hg),
que se encuentra en la primera posicion del ranking de induccion para el gen TpigMT1 (Guo et
al., 2008), o el lantano (La**) que induce la expresidn de los genes TtheMTT1 y TtheMTT2 y se
une a ambas MTs de T. thermophila tal y como se ha detectado tras un analisis de
fluorescencia (Wang et al., 2011).

Las MTs también presentan una importante funcién antioxidante. Segun estudios
realizados in vitro, las MTs son capaces de unir directamente especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno, tales como perdxido de hidrégeno, radicales hidroxilos, radicales superdxido (Kang,
1999; Quesada et al., 1996) u éxido nitrico (Misra et al., 1996). A su vez, las MTs también
protegen del estrés oxidativo de manera indirecta, mediante la unidn de los cationes metalicos
causantes del mismo. Ademas de muchos metales, existen diversos compuestos que causan
estrés oxidativo, como son el agua oxigenada (H,0), el herbicida paraquat (PQ) (Diaz et al.,
2016) o la menadiona (MD), que también desencadenan la expresion de algunos de los genes
MTs (Klaassen et al., 1999; Amaro et al., 2008; Diaz et al., 2007; Fu and Miao, 2006). Tanto el
PQ como la MD son compuestos pro-oxidantes que generan aniones superéxidos mediante el
ciclo redox (Kappus and Sies, 1981; Thor et al., 1982) y asi activan la transcripcion de algunas
MTs (Bauman et al., 1992), como es el caso de la CUP1 de S. cerevisiae (Liu and Thiele, 1996).
También se ha atribuido cierta capacidad antioxidante a las MTs TtheMTT1 y TtheMTT2 de T.
thermophila, que forman puentes bisulfuro tras reaccionar in vitro con el mondxido de
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nitrégeno (NO) (Wang et al., 2011). Sin embargo, los niveles de induccidon obtenidos para los
genes de las seis nuevas MTs analizadas por RT-PCR cuantitativa (véase la Fig. 19 tras el
tratamiento con PQ o MD no son muy elevados o son negativos (< 2) comparados con los
obtenidos tras los tratamientos con metales, al igual que ocurre en estudios previos (Amaro et
al., 2008; Fu and Miao, 2006).

Algo similar ocurre tras el tratamiento con camptotecina (CAM). La CAM es un potente
inductor de la apoptosis que inhibe la accidn de la topoisomerasa |, desencadenando la
activacion de la caspasa-3 y los cambios en la morfologia nuclear tipicos de células apoptéticas
(Kawai et al., 2000). Aunque se ha atribuido a las MTs funciones antiapoptdticas relacionadas
con su efecto antioxidante parece que, en general, estos genes no se inducen
significativamente en respuesta a la CAM en las diferentes especies de Tetrahymena. Algo
similar se ha observado en experimentos llevados a cabo en ratones, en los que se inducia la
apoptosis celular mediante el tratamiento con CAM. En estos ultimos, la actividad antioxidante
de las MTs no era suficiente para frenar los procesos apoptdticos y las células morian
igualmente tras exponerlas a CAM a pesar de haber inducido previamente la expresiéon de las
MTs mediante el tratamiento con Zn?* (Kawai et al., 2000).

Las MTs de Tetrahymena también responden frente a otros tipos de estrés abidtico, como
son los cambios de pH y temperatura o las situaciones de hambre o inanicién. En general, los
cambios de pH inducen la expresion de los genes MTs en un rango muy amplio de valores,
desde niveles nulos hasta un cierto grado de induccidn, independientemente de si son Cd- o
CuMTs (Amaro et al., 2008). Por otro lado, las elevadas temperaturas (42°C) suelen inducir la
expresion génica de la mayoria de las isoformas de MTs de Tetrahymena. Amaro y
colaboradores (2008) detectaron que las MTs de T. rostrata eran bastante sensibles al estrés
térmico, pues tras 2h a 42°C tanto TrosMTT1 (CAMT) como TrosMTT2 (CuMT) se inducian
significativamente. Esta respuesta también se aprecia en las tres nuevas MTs analizadas en T.
borealis tras mantener las células durante 24h a 42°C. T. rostrata y T. borealis son especies
muy proximas desde un punto de vista filogenético y ambas pertenecen al riboset RSA2 del
grupo Borealis (Strider-Kypke et al., 2001). También se han descrito otras MTs que responden
a este estimulo de temperatura, como la TtheMTT1 de T. thermophila, que se induce 8 veces
tras exponer a las células durante 30 minutos a 40°C (Dondero et al., 2004). Por el contrario, y
en general, las bajas temperaturas no inducen la expresién de los genes codificantes de MTs
(Amaro et al., 2008; Diaz et al., 2007).

La inanicidon es uno de los factores ambientales estresantes mas comunes a los que los
microorganismos se encuentran expuestos. En estudios previos, se ha observado que algunos
genes MTs de Tetrahymena responden frente a este tipo de estrés, principalmente tras
mantener las células durante 24h en condiciones de hambre (Amaro et al., 2008; Diaz et al.,
2007). Ademads, el gen TtheMTT5 se expresa durante los procesos de conjugacién o
reproduccion sexual, que son inducidos ante la ausencia prolongada de nutrientes en el medio
(Diaz et al., 2007). En S. cerevisiae, el gen codificante de la MT CUP1 también se induce en
condiciones de inanicidn ante la falta de glucosa (Mager and Kruijft, 1995). Entre las nuevas
MTs de Tetrahymena descritas en este trabajo, destaca la TborMTT1 como aquella en la que se
obtienen mayores niveles de induccion ante situaciones de inanicion. Los otros cinco genes
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analizados no se inducen significativamente o presentan valores de induccién muy bajos ante
este tipo de estrés.

En definitiva, podemos concluir que la mayoria de las MTs de Tetrahymena muestran su
condicidn de proteinas multi-estrés (Yang et al., 2015a; Russo et al., 2014). Es por este motivo
qgue los genes codificantes de MTs se expresan ante condiciones de estrés muy diferentes,
protegiendo a la célula ante muy variadas circunstancias. Esta "proteccion cruzada" se ha
descrito en algunos organismos y parece indicar la existencia de una superposicion en la
expresidn gendmica entre genes de respuesta frente a un estrés general, como son los genes
codificantes de MTs, y otros genes que responden a un choque térmico (Amaro et al., 2014).

Independientemente del cardcter multi-estrés de las MTs, la existencia de diferentes
isoformas de MTs en un mismo organismo junto con las marcadas diferencias entre los
patrones de expresidon de las mismas parecen indicar que cada isoforma podria tener una
funcién celular especifica (Miles et al., 2000; Coyle et al., 2002). Un ejemplo nos lo ofrece el
ciliado T. thermophila, que presenta tres isoformas de CdMTs que responden de manera muy
diferente frente a una misma situacion de estrés. Dos de las CdMTs de este ciliado (TtheMTT1
y TtheMTT5) se comportan como proteinas de estrés general y son piezas claves en procesos
de destoxificacion de metales. Concretamente, el gen TtheMTT5 alcanza los mayores valores
de induccidn y responde preferiblemente a Pb?*. El gen TtheMTT1 se induce principalmente
por Cd** (Diaz et al., 2007) y codifica la MT con mayor afinidad de unién a este metal segun los
resultados obtenidos por Espart y colaboradores (2015) del analisis fisico-quimico de los
complejos metal-proteina. Por otro lado, la tercera isoforma de CdMTs (TtheMTT3) presenta
una mayor afinidad por Zn** (Espart et al., 2015) y podria estar implicada en el mantenimiento
de la homeostasis de este metal esencial (Diaz et al., 2007). Las dos isoformas de CdMTs de T.
hegewischi (ThegMT1 y ThegMT2) (Chang et al., 2014) y las dos CdMTs descritas en T. borealis
(TborMTT1 y TborMTT2) presentan, igualmente, diferentes patrones de induccién (Tabla 43) y
se les podrian atribuir funciones diferentes dentro de la misma célula, considerandose como
isoformas génicas ecoparalogas (Sanchez-Pérez et al. 2008). Este concepto se puede aplicar a
genes con pocas diferencias en sus secuencias que, a su vez, originan proteinas similares
(como el par TtheMTT1 y TtheMTT3, que presentan un 76% de identidad entre sus secuencias
aminoacidicas) (Diaz et al., 2007), pero que su expresion responde a diferentes condiciones de
estrés ambiental. El origen de estos genes ecoparadlogos se podria deber a duplicaciones
génicas que posteriormente sufririan cierta divergencia. Se considera que la redundancia
génica confiere cierto grado de robustez al organismo, ya que puede mantener un
metabolismo estable bajo cambios hereditarios y/o ambientales. La redundancia genética se
da tanto en microorganismos procariotas como en eucariotas, siendo los protozoos ciliados un
ejemplo paradigmatico de este fenédmeno como se ha comprobado tras la secuenciacién de los
genomas macronucleares de T. thermophila (Eisen et al., 2006) y Paramecium tetraurelia (Aury
et al., 2006). La redundancia genética puede explicarse como la consecuencia de alguno de los
siguientes procesos selectivos: una elevada dosis proteica (soportada por genes duplicados
idénticos), una diversificaciéon de proteinas (originada por paralogos divergentes) y/o la
adaptacion a cambios ambientales (fundamentada en ecopardlogos de divergencia
intermedia).
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A.6. Analisis in silico de la estructura tridimensional de las MTs de Tetrahymena

Actualmente se conocen muy pocas estructuras tridimensionales (3D) de MTs obtenidas
experimentalmente mediante difraccion de rayos X o mediante resonancia magnética nuclear,
y, entre ellas, ninguna perteneciente al género Tetrahymena. Por esta razdn, es interesante
llevar a cabo una primera aproximacién mediante el analisis in silico de las estructuras 3D de
las 26 CdMTs y las 16 CuMTs descritas hasta hoy dentro del género Tetrahymena (incluyendo
las nuevas secuencias aportadas en este trabajo) asi como de la CuMT ImMTT2 del ciliado /.
multifiliis.

Mediante el programa Phyre2 también pudimos conocer con qué tipos de proteinas
presentan similitud estructural las MTs de ciliados. De las 26 CdMTs analizadas, 18 (el 69,3% de
las secuencias) no encontraban ninguna analogia estructural con MTs pero si con otras
proteinas de muy diferente naturaleza (proteinas de sefializacidn, proteinas de adhesion
celular, factores de coagulacidn y ciertas proteinas estructurales), 6 de las secuencias (23%)
(TpyrMT1, TtheMTT5, TrosMTT1, TborMTT1, TamerMTT1 y TmalaMTT4) muestran cierta
similitud con MTs de otros organismos (la MT-1 de Homarus americanus, la MT-A de
Strongylocentrotus purpuratus y la MT-I de Callinectes sapidus) y, por ultimo, 2 de ellas (7,7%)
(TpigMT-1 y ThegMT1) no presentaban similitud estructural con ninguna proteina de
estructura conocida (véase Tabla A6 del Anexo 1). Por otro lado, las 17 CuMTs analizadas
encontraron cierta similitud estructural con alguna proteina: 12 de ellas (el 70,6% de las
secuencias) mostraron analogia con proteinas muy diferentes a las MTs (factores de
coagulacidn, hidrolasas/inhibidores de hidrolasas, proteinas de adhesion celular, etc.) mientras
que sélo 5 de ellas (29,4%) (TpigMT-2, TrosMTT2, TborMTT4, TborMTT8 y TelliMTT8)
encontraron cierta similitud estructural con MTs de otros organismos, tales como: la MT-1 de
Triticum aestivum, la MT-1 de Mus musculus, la MT-2 de Rattus rattus, la MT-2 de Homo
sapiens, la MT-2A de Oryctolagus cuniculus, la MT-A de Notothenia coriiceps, la MT-1 de
Homarus americanus, la MT-I de Callinectes sapidus o la MT-A de Strongylocentrotus
purpuratus (véase Tabla A7 del Anexo ). Casualmente, las seis CAMTs que muestran cierta
similitud estructural con MTs de invertebrados son las que tienen longitudes menores
(inferiores a 115 aa), mas préximas a las longitudes habituales de las MTs de invertebrados
(58-64 aa). Algo similar ocurre con las CuMTs: aquellas que encuentran similitud estructural
con otras MTs son las mas cortas (60-96 aa) y, por tanto, las que se parecen mds en su longitud
a las MTs de invertebrados (58-64 aa) y vertebrados (60-62 aa). La mayor longitud que en
general presentan las MTs de ciliados frente a las MTs estandar hace que el programa Phyre2
solo sea capaz de modelar una parte de la secuencia aminoacidica de éstas; concretamente, el
programa es capaz de modelar, como promedio, el 54% de los aminoacidos de las CdMTs y
hasta el 67% de los aminodcidos de las CuUMTs, que son mas similares en longitud y patrén de
residuos de Cys a las MTs de vertebrados.

A partir de estos resultados nos preguntamos por qué algunas MTs de Tetrahymena se
asemejaban estructuralmente a proteinas tan distintas como son los factores de coagulacion o
las proteinas de sefializacion humanas. La respuesta la encontramos en su marcada estructura
modular. Los factores de coagulacion son glucoproteinas solubles de estructura modular que
son sintetizadas por los hepatocitos y segregadas al plasma. Generalmente son proteinas
proteoliticas o proteasas que estan formadas por un nimero limitado de dominios diferentes
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que se unen siguiendo un patron modular. Probablemente, el conjunto de factores de
coagulacién se origind mediante una serie de duplicaciones y recombinaciones genéticas a
partir de unos pocos motivos, evolutivamente probados como “eficaces”. Los genes o
secciones de genes correspondientes pudieron, en el transcurso de la evolucidn, combinarse
en un proceso denominado redistribucion de exones o de dominos (“shuffling”) generandose
asi funciones similares. De este modo, los dominos cataliticos de todas estas proteasas de
coagulacién son similares estructuralmente a los de las proteasas pancredticas
(filogenéticamente mas antiguas), como son: la tripsina, la quimiotripsina y la elastasa.

Las proteinas de sefalizacidon forman parte de los sistemas de transduccién de sefial y de
los mecanismos de comunicacidn intercelular, que se asemejan a complejas redes o circuitos.
Al igual que los factores de coagulacidn, las vias de comunicacién celular son sistemas en
cascada. La transferencia de la sefial desde el exterior celular al citoplasma o genoma de la
célula presenta una serie de propiedades o estrategias esenciales, siendo una de ellas la
existencia de médulos o dominios funcionales en las proteinas transductoras. Esto permite su
ensamblaje y desensamblaje transitorio junto con la formacién de complejos multimoleculares
encargados de transmitir la sefial. Una de las proteinas de sefializacién que aparece mas
frecuentemente entre las proteinas que muestran similitud estructural con algunas CdMTs de
Tetrahymena es el factor de inhibicion 1 de Wnt del Homo sapiens. Estas proteinas de
sefializacion constituyen la familia WNT o proteinas “Wingless” (“sin alas”), que aparecen en
vertebrados e invertebrados pero estan ausentes en plantas, eucariotas unicelulares y
procariotas. Se trata de proteinas insolubles en agua que presentan 23 6 24 residuos de Cys
muy conservados, de los que = 12 residuos (= 50%) se concentran en el extremo carboxilo
terminal, responsable de la especificidad de respuesta. En resumen, los factores de
coagulacién y las proteinas de sefializacién se asemejan estructuralmente a las MTs de
Tetrahymena y, probablemente a las MTs de otros organismos, debido a su estructura modular
(mas acentuada en las CdMTs de Tetrahymena) y/o a su riqueza en residuos de Cys.

Las estructuras 3D inferidas con el programa Phyre2 de las MTs de ciliados muestran una
amplia diversidad, distinguiéndose: estructuras globulares mas o menos compactas formadas
por un Unico dominio, estructuras en "yo-yo" con dos regiones globulares conectadas entre si
mediante una regidon mas lineal y estructuras mas alargadas compuestas por uno, dos o hasta
tres dominios diferenciados. Igualmente llama la atencidn que en muchas de las proteinas
modeladas por el programa Phyre2 existe un elevado porcentaje de aminoacidos que no es
modelado con una alta fiabilidad. Esto ocurre también en aquellas MTs que encuentran cierta
similitud estructural con MTs de otros organismos, en las que ninguno de sus aminoacidos
modelados presenta una elevada confianza. Quiza esto se deba a que, a pesar de que aquellas
MT que se asemejan a otras MTs de vertebrados son las MT de Tetrahymena mas cortas, aun
son demasiado largas y el programa no es capaz de llevar a cabo una modelacidn con una alta
fiabilidad. Por otro lado, aquellas MTs que tienen un mayor porcentaje de residuos modelados
con una elevada fiabilidad y, por tanto, con mayor probabilidad de presentar una estructura
3D tedrica similar a la real, son las que, en general, presentan una estructura en "yo-yo" o una
estructura mas alargada con dos regiones diferenciadas.

Finalmente, es importante tener en cuenta que habria que conocer si las secuencias
amioacidicas inferidas de las secuencias nucleotidicas de las MTs de ciliados son las proteinas
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funcionales definitivas, ya que podrian experimentar cierto procesamiento post-traduccional,
elimindndose una parte de las mismas y originandose proteinas funcionales mas pequefias.
Esta posibilidad fue propuesta por Dondero y colaboradores (2004) para la CAMT TtheMTT1,
en la que los autores detectaron un procesamiento post-traduccional en el extremo amino
terminal que afectaba a los dos primeros aminoacidos de la apo-metalotioneina (Dondero et
al., 2004).

B.- CARACTERIZACION DE LAS NUEVAS CEPAS DE T. thermophila: cepas
adaptadas a elevadas concentraciones de metal, cepas knockout y/o
knockdown

B.1. Caracterizacion morfoldgica-estructural y fisiologica de las cepas adaptadas a metales

En los experimentos de "evolucién dirigida" se pretende obtener organismos con
determinadas capacidades fisioldgicas de una manera relativamente rapida y controlada. Para
ello, se somete a los organismos a determinadas condiciones de estrés (presencia de drogas,
temperatura extrema, salinidad, etc.), que se incrementan a lo largo del tiempo y de forma
continuada con el fin de obtener y seleccionar cepas adaptadas capaces de sobrevivir en estas
condiciones extremas. Los organismos adaptados potencian todos los mecanismos de defensa
necesarios para contrarrestar esta situacion critica, facilitando su estudio. En general, estos
procesos de adaptacién suponen cambios en el genoma de los organismos a varios niveles:
cambios en los niveles de la expresion de determinados genes, la aparicidn de mutaciones
puntuales o los procesos de reorganizacidn intragendmica. Todos estos cambios dan lugar a
nuevos fenotipos, adaptados frente a un determinado tipo de estrés (Huang and Agrawal,
2016).

Durante mas de dos afios se ha llevado a cabo un proceso de adaptacion de diferentes
cultivos de T. thermophila a continuas y crecientes concentraciones de un determinado metal
(Cd*, Cu? o Pb*), hasta alcanzarse las maximas concentraciones toleradas (MCTs) por encima
de las cuales las células no pueden sobrevivir. Estos valores MCT son: 115 uM de Cd* para la
cepa Cd-ADAP, 4 mM de Cu?* para la cepa Cu-ADAP y 5,5 mM de Pb? para la cepa Pb-ADAP.
Estos valores MCT son muy superiores a los valores de ClLso previamente calculados para cada
metal en esta misma especie: 44,5 uM de Cd?, 315 uM de Cu? y 965 uM de Pb%,
respectivamente (Diaz et al., 2007). El nimero de veces que estos valores MCT exceden su
correspondiente Clso presenta el siguiente ranking: Cu®* (= 12,7x) > Pb? (= 5,7x) > Cd** (= 2,5x),
que estad inversamente correlacionado con la toxicidad de cada metal. Segun los resultados
previamente expuestos, se observan grandes diferencias entre las tres cepas adaptadas, por lo
que el ciliado ha podido adaptarse utilizando estrategias celulares muy diferentes para cada
uno de los metales a los que ha sido expuesto.
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v" La adaptacién al cadmio: caracterizacién de la cepa Cd-ADAP

El cadmio es un metal no esencial altamente téxico que favorece la formacién de especies
reactivas de oxigeno y que estd relacionado con dafios genotdxicos entre otras alteraciones
celulares. Ademas, este metal puede sustituir a otros iones metélicos esenciales (Zn%, Cu®*" y
Ca?* principalmente) en las metalo-enzimas, mostrando una gran afinidad por estructuras
bioldgicas que contienen grupos -SH (Waalkes, 2004).

La adaptacidon a cadmio de cultivos de T. thermophila conlleva un crecimiento mas lento
para este microorganismo, cuyo tiempo de generacion es muy superior al obtenido en la cepa
control (= 2,3x) e incluso a aquel calculado para la cepa Pb-ADAP (= 2x). La presencia
continuada de Cd?* ha sido relacionada por varios autores con una disminucidon de la tasa
especifica de crecimiento. Por ejemplo, Costa y colaboradores (2017) han detectado
recientemente una reduccidn considerable en la tasa especifica de crecimiento del alga
marrén Sargassum cymosum tras mantenerla durante 7 6 14 dias en presencia constante de
Cd?*. Igualmente, este crecimiento mas lento también se ha asociado con cambios en el
metabolismo y la organizacidn celular.

A pesar de que la adaptacion al cadmio conlleva menores tasas especificas de crecimiento,
la cepa Cd-ADAP de T. thermophila muestra un fendmeno de adaptacidon cruzada que le
permite no sélo crecer en presencia de elevadas concentraciones de Cd?** sino también ante
elevadas concentraciones de otros metales (Cu?* o Pb%). En estos experimentos de resistencias
cruzadas, la cepa Cd-ADAP tiene tiempos de generacion ligeramente mas elevados (= 1,2x y
=1,4x frente a tratamientos con Cu®* (4mM) o Pb?* (5,5 mM), respectivamente) con respecto a
los mostrados al exponerse solo al Cd*. Sin embargo, es capaz de crecer también en estas
condiciones siguiendo cinéticas de crecimiento bastante similares a las obtenidas frente al
cadmio. Finalmente, cuando se expone a la cepa Cd-ADAP a una mezcla de dos metales (Cd**+
Cu?* o Cd*+ Pb*), se observa un comportamiento muy similar al que mostraba en presencia
de estos dos metales por separado y se obtienen tiempos de generacidn ligeramente
superiores a los descritos para esta cepa Cd-ADAP en presencia de Cd%. El cadmio es, de los
tres metales utilizados en este estudio de adaptacion, el mas toxico y, probablemente, la
constante exposicidon al mismo favorece el desarrollo de mecanismos de adaptacidn mads
intensos o potentes que hacen que la célula pueda tolerar simultdneamente a otros agentes
toxicos.

Al observar las células Cd-ADAP bajo el microscopio dptico vemos que éstas presentan una
forma y tamafio normales, similares a los de la cepa control. Sin embargo, a nivel
ultraestructural se han detectado mediante microscopia electronica de transmision (MET) y
microscopia de fluorescencia toda una serie de alteraciones o cambios con respecto a lo
observado en la cepa control. Los principales cambios ultraestructurales que experimenta T.
thermophila como consecuencia de su adaptacién al Cd** se resumen en la Fig. 74.

Una de las alteraciones que muestra la cepa Cd-ADAP es la aparicion de material granuloso
electrodenso en la regidn posterior de las células, especialmente dedicada a la excrecion de
productos celulares de desecho. Este material granuloso se localiza tanto en el interior de las
vacuolas como en el citoplasma celular y podria relacionarse con la formacién de depdsitos
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metdlicos o complejos proteina-metal como consecuencia del proceso de adaptacion. El
fluorocromo Leadmium Green (Life Technologies) es una molécula pequefia y sintética que
permite la deteccidén intracelular de los cationes de cadmio y plomo de manera selectiva
(Malaiyandi et al., 2016). De hecho, las imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia
utilizando este fluorocromo en las células Cd-ADAP muestran claramente la presencia de unos
depdsitos irregulares con fluorescencia verde, localizados igualmente en la parte posterior de
la célula. Estos depdsitos podrian asociarse con el material electrodenso detectado mediante
MET vy, por tanto, con los supuestos complejos proteina-Cd?* (Fig. 74). Presumiblemente, estos
complejos de metal serian expulsados por la célula una vez que el Cd** hubiese sido quelado o
inmovilizado por las metalotioneinas (principalmente por la MTT1 y la MTT5).

El Leadmium Green ha sido ampliamente utilizado en diferentes estudios permitiendo, por
ejemplo, detectar el cadmio acumulado por el tripanosomatido Leishmania (Manzano et al.,
2013) o la planta hiper-acumuladora Sedum alfredii (Lu et al., 2008). Igualmente, en estudios
previos en que se trataron cultivos celulares de Tetrahymena con Cd?* (Nilsson, 1989), se
observaron mediante MET pequefios granulos electrodensos en el interior de vacuolas, que se
asociaron con un proceso de bioacumulacién del metal como un mecanismo de defensa. Estas
observaciones corroboran lo detectado en la cepa Cd-ADAP de este mismo ciliado.

Cepa Cd-adaptada

Vesiculas electrolicidas
tipo“huevo-frito”

Cromatina-Ma menos
condensaday menos
regiones nucleolares

Numerosos
mucocistos
electrodensos

Autofagosoma

Depositos electrodensos en
vacuolasy en el citoplasma

Fig. 74. Esquema que recoge los principales cambios ultraestructurales que experimenta T. thermophila
durante su adaptacién al Cd**.

Por otro lado, una de las estructuras mas llamativas que aparece en el citoplasma de la
cepa Cd-ADAP son unas vesiculas de aspecto electrolicido que estan rodeadas por una
membrana. Ademas, aunque algunas de estas vesiculas parecen vacias, la mayoria de ellas
tienen un contenido ligeramente electrodenso y uniforme localizado en la parte central del
organulo, recordandonos su aspecto a un "huevo frito" (Fig. 74). Estos organulos son muy
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abundantes en la célula y se localizan indistintamente en la regidn anterior, media o posterior
celular. Actualmente desconocemos la naturaleza bioquimica de estas vesiculas y, aunque en
un futuro préximo pretendemos realizar los analisis citoquimicos necesarios, de momento
podemos especular sobre la naturaleza y significado de estos organulos.

El aspecto electrolicido de los granulos citoplasmaticos descritos en la cepa Cd-ADAP nos
recuerda a los acumulos adiposos tipicos de las células animales. Estudios recientes han
establecido una relaciéon entre la citotoxicidad inducida por la presencia de cadmio vy la
formacién de gotitas lipidicas (lipid droplets) de triacilgliceroles (TAG) y ésteres de esteroles
(SE) (Rajakumar and Nachiappan, 2017). Las gotas lipidicas son consideradas como organelas
independientes rodeadas por una membrana en monocapa derivada del reticulo
endoplasmatico. En cultivos de Saccharomyces cerevisiae, la exposicion a cadmio parece
aumentar los niveles de fosfolipidos (principalmente de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina)
y, asi mismo, los niveles de TAG y SE, favoreciendo la formacidn de un mayor nimero de gotas
lipidicas. Igualmente, la presencia de Cd?* induce la expresion de los genes responsables de la
sintesis de estos acumulos lipidicos, mejorando los niveles de 4cidos grasos libres y
favoreciendo la reduccion de los niveles de ROS (Rajakumar and Nachiappan, 2017). Por otro
lado, Khatchadourian y Maysiger (2009) afirman que la presencia de pequefias nanoparticulas
metadlicas compuestas por un nucleo de cadmio y teluro (CdTe) también induce la formacion
de gotas lipidicas en células de rata. Estos autores consideran las gotas lipidicas como
organelas dinamicas que responden a situaciones de estrés oxidativo e interaccionan con otros
organulos como los lisosomas (Khatchadourian and Maysiger, 2009). Todas estas
observaciones parecen corroborar la posible relaciéon existente entre la formacidon de gotas
lipidicas y la exposicién a Cd?**. Ademds, estas gotas lipidicas también pueden contener
proteinas, denominadas como proteinas asociadas a gotas lipidicas (Brown, 2001).

A modo de andlisis comparativo, en la Fig. 75 se muestran tanto las gotas lipidicas descritas
en las células animales como las supuestas gotas lipidicas descritas en nuestras células Cd-
ADAP. Concretamente, en los paneles A-C se muestran las gotas lipidicas presentes en
macréfagos (micrografia tomada de Robenek et al., 2006), en el panel D se muestra una
micrografia de gotas lipidicas de células luteinicas (del cuerpo luteo) (Blanchette, 1966) v,
finalmente, en el panel E aparecen las supuestas gotas lipidicas de la cepa Cd-ADAP de T.
thermophila (Fig. 75). En la Fig. 72A, en algunas de las gotas lipidicas también se detecta un
contenido granuloso un poco mas electrodenso que nos recuerda a la configuracién en "huevo
frito".
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ADAP con las gotas lipidicas presentes en las células animales. A, B y C: gotas lipidicas observadas en
macréfagos (Robeneck et al., 2006); los circulos rojos encierran un contenido irregular mas electrodenso
que recuerda a la configuracién que hemos denominado "huevo frito", presente en la cepa Cd-ADAP de
T. thermophila (panel E). D: gotas lipidicas observadas en células luteinicas (Blanchette, 1966). LD o L:
lipid droplet o gota lipidica. ER: reticulo endoplasmatico. M: mitocondria. G: Golgi. N: nlcleo. Barra en
panel A (1 um)y en paneles By C (0,2 um).

Tras mantener a la cepa Cd-ADAP durante un mes sin el Cd®* aparecen numerosas vesiculas
llenas con un contenido ligeramente electrodenso (Figs. 31C y D), cuyo aspecto nos recuerda a
algunas gotas lipidicas de células animales (comparese con las Figs. 75B y C). Una posible
interpretacion de estas imagenes podria darse al suponer que el contenido de estas vesiculas
se incrementa paulatinamente durante el proceso de adaptacién y, una vez que se llenan, las
vesiculas excretan su contenido al exterior celular mediante la fusién de su membrana con la
pelicula del ciliado. Ademas, si a esta cepa Cd-ADAP tras mantenerla un mes sin metal se la
somete de nuevo a la MCT de Cd** durante 24h, aparecen una vez mas gran cantidad de
vesiculas electrolucidas que carecen, en general, de algin contenido electrodenso (Figs. 32By
C) y que son muy parecidas a las gotas lipidicas presentes en células animales. De esta forma,
tras la comparacién de todas las imagenes obtenidas, podemos plantear la siguiente hipotesis
(resumida en el esquema mostrado en la Fig. 76). En las células Cd-ADAP predominarian las
vesiculas de tipo B ("huevo frito") aunque también existen las de tipo A y C en menor medida
(Fig. 76). Tras mantener a las células Cd-ADAP durante un mes sin el metal, el numero de
vesiculas de tipo A y B (fases iniciales) iria disminuyendo y predominarian las vesiculas
caracteristicas de las fases finales (C y D en Fig. 76). Por lo tanto, al cesar la presencia de Cd?
en el medio ya no se formarian mds vesiculas nuevas (tipo Ay B) sino que se acumularian en el
citoplasma las vesiculas caracteristicas de las ultimas fases (vesiculas C y D), que excretarian su
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contenido al exterior celular. Al volver a exponer a esta cepa a la MCT de Cd?* (tras un mes sin
el metal), se volverian a originar estas vesiculas desde el estado A, que irian acumulando en su
interior el material ligeramente electrodenso de composicion desconocida (Fig. 76). En
conclusién, se puede decir que la presencia del Cd** induce la formacidon de estas vesiculas
citoplasmaticas, que son estructuralmente similares a gotas lipidicas.

A B Cc D Exltelrior
//_\\ /_\ celular
orrerrers

t Cd-ADAP

a

>

Cd-ADAP (1mes:—Cd?*)
L
+ Cd?* (24h)

TN, ———— - -

*
*
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Fig. 76. Esquema que resume la hipdtesis sobre el comportamiento de las vesiculas similares a gotas
lipidicas descritas en la cepa Cd-ADAP. A: vesicula electrollcida. B: vesicula (con configuracién de "huevo
frito"). C: vesicula llena del contenido granular ligeramente electrodenso. D: excrecion del contenido
vesicular al exterior celular.

Por otro lado, a nivel macronuclear se aprecia que las células Cd-ADAP presentan una
cromatina ligeramente menos condensada que la observada en los macronucleos de las células
control (comparar Figs. 27D y 28B). Sin embargo, la mayor diferencia se detecta en los
nucleolos que, aunque presentan un aspecto similar a los de las células control, son mucho
menos abundantes en la cepa Cd-ADAP (Figs. 27D y 28B). Uno de los motivos que podria
explicar el cambio en la estructura nucleolar de una célula es la respuesta a condiciones de
estrés o a factores externos (Raikov, 1995). Este orgdnulo nuclear también puede ser un
indicador del nivel biosintético de la célula e, incluso, en protozoos ciliados los nucleolos
experimentan cambios drasticos durante el proceso de enquistamiento (Gutiérrez et al., 1998).

En aquellas células Cd-ADAP que fueron mantenidas durante un mes sin la presencia del
metal, la cromatina macronuclear volvia a tener un aspecto similar al de las células control; sin
embargo, en algunas de las células, los nucleolos aparecian con una estructura poco usual, mas
alargados y fusionados entre si (véase Figs. 32A y B). La fusidn nucleolar en agregados mayores
ocurre en Tetrahymena cuando la célula esta en fase estacionaria de crecimiento y también se
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asocia a una disminucion de la sintesis de ARNr (Raikov, 1982). Esto podria significar que en
aquellas células en donde se ha retirado el Cd** no se requiere una sintesis de ARNr tan
elevada como la requerida por las mismas células bajo el estrés por Cd?*. No obstante, la mera
observacién al MET no es suficiente para dilucidar qué estd ocurriendo realmente en los
nucleolos y su mayor o menor capacidad biosintética de ARNTr.

Igualmente, las observaciones realizadas por microscopia de fluorescencia usando el
fluorocromo DAPI muestran macronucleos de mayor tamafio y con una cromatina con un
menor grado de condensacidn en las células Cd-ADAP con respecto a los observados en la cepa
control. Esto corrobora lo detectado por MET y se puede relacionar con unos mayores niveles
de expresion génica en la cepa Cd-ADAP. De hecho, al observar el perfil de proteinas ricas en
residuos tiol (previamente marcadas con el compuesto fluorogénico monobromobimano)
obtenido de la cepa Cd-ADAP, destaca claramente la presencia de tres bandas (=20,6 kDa, = 35
kDay = 49 kDa) que tienen una mayor intensidad, muy superior a la observada para el resto de
bandas del patrén descrito en esta cepa e igualmente muy superior con respecto al patron
descrito para el resto de las cepas analizadas (Fig. 45). El monobromobimano (mBrB) se
caracteriza por unirse de manera especifica a los residuos tiol reducidos (no unidos a metal) de
las proteinas que presentan residuos cisteina (O'Keefe, 1994). Entre estas tres bandas
previamente mencionadas destaca la de 20,6 kDa, cuya mayor intensidad es exclusiva de la
cepa Cd-ADAP (Fig. 45). Las masas moleculares inferidas de las apo-MTs (MT sin unir al metal)
de T. thermophila presentan los siguientes valores: 16,7 kDa (MTT1), 11,1 kDa (MTT2 o MTT4),
17,3 kDa (MTT3) y 10,9 kDa (MTT5).

En una electroforesis de proteinas, el cdlculo de la masa o peso molecular es una
estimacion aproximada. Ademds, en este caso concreto, al estar las proteinas marcadas o
unidas mediante sus grupos -SH libres al compuesto fluorogénico mBrB, éste ralentiza la
migracion de la proteina a través del gel y probablemente el calculo de = 20,6 kDa para esta
banda esté sobreestimado, siendo su masa molecular real inferior a este dato. De esta forma,
la menor condensacién de la cromatina macronuclear, detectada tanto por MET como con
DAPI, se corresponde con mayores niveles de transcripcién. La sobreproduccion de
determinadas proteinas (entre ellas la MTT1) aseguran la viabilidad celular de la cepa Cd-ADAP
ante el estrés extremo al que se encuentra constantemente expuesta, ya que el Cd** es uno de
los metales mas téxicos. Asi mismo, la sobre-expresion del gen MTT1 (junto con el gen MTT3,
que se localiza en el mismo subfragmento cromosdémico) estd asegurada mediante un
incremento o amplificacién selectiva del nimero de copias génicas de éstos, tal y como se ha
observado para la cepa Cd-ADAP (Fig. 52). En conclusién, esta banda predominante de = 20,6
kDa podria corresponder tanto a la metalotioneina MTT1 (16,7 kDa) como a la MTT3 (17,3
kDa). La cantidad que se origina de ambas isoformas es tan elevada que se mantienen unos
niveles citoplasmaticos de las formas apo-MTs realmente altos y que se traducen en esta
banda muy marcada con el mBrB en la cepa Cd-ADAP.

Otro aspecto a destacar del analisis realizado por MET en la cepa Cd-ADAP es la abundancia
de autofagosomas (Figs. 28aH, 28bl). De hecho, es bastante comuin encontrar un elevado nivel
de autofagia en células estresadas, ya que diferentes elementos estructurales y orgdnulos
dafiados por dicho estrés (como pueden ser las mitocondrias) se destruyen mediante esta
actividad autofagocitica. De esta manera, la célula retira elementos dafiados y recicla el
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material celular. En protozoos ciliados, la autofagia es un proceso muy habitual durante el
enquistamiento (formacion del quiste de resistencia), tanto para reducir organulos como para
reciclar moléculas (Gutiérrez et al., 2001).

Por ultimo, en la cepa Cd-ADAP también destaca la presencia de un gran nimero de
mucocistos (muy superior al observado en la cepa control) y de contenido muy electrodenso si
los comparamos con los mucocistos de la cepa control (comparese la Fig. 27E con la 28b
paneles J, Ky M). Mediante microscopia de fluorescencia con Leadmium Green se detecta en
la periferia celular de las células Cd-ADAP una tenue acumulacién de cadmio o region
fluorescente verde (Fig. 41C), que aparece alrededor de toda la célula y que coincide con la
localizacién habitual de los mucocistos. Esta localizacion de cadmio se corresponderia con la
intensa electrodensidad detectada en el interior de los mucocistos. Los mucocistos de
Tetrahymena son un tipo de extrusomas, es decir, pequefios orgadnulos elipsoidales rodeados
por una bicapa lipidica y con contenido paracristalino. Los mucocistos se forman a partir del
reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi y son muy similares a los granulos secretores
descritos en las células neuroendocrinas animales. Los mucocistos maduros se sitlan bajo la
pelicula de Tetrahymena disponiéndose, al igual que los cilios, en hileras (Tokuyasu and
Scherbaum, 1965). Los mucocistos (llamados tricocistos en Paramecium tetraurelia) permiten
almacenar proteinas recién sintetizadas o procedentes de la ruta lisosomal en forma de
cristales mayoritariamente, que seran liberados al medio extracelular ante diferentes
estimulos (Kumar et al.,, 2015). Bajo determinadas condiciones, el proceso de secrecion
mucocistica permite la formacidn de una pelicula mucosa que encapsula la célula y la protege
temporalmente (Gutiérrez and Orias, 1992; Madinger et al., 2010). El moco o "mucus"
excretado por los mucocistos también favorece la alimentacion del ciliado, ya que las
potenciales presas (bacterias) pueden quedar atrapadas en esta "nube mucosa", facilitando asi
la captura de las mismas por el ciliado.

El material pegajoso de los mucocistos estd formado fundamentalmente por
glucoproteinas (Maihle and Satir, 1986). Uno de los posibles mecanismos de proteccién contra
metales téxicos que presentan los microorganismos con pared celular (bacterias, hongos y
microalgas) es la biosorcion o secuestro extracelular. Este proceso consiste en la captacion
pasiva de los cationes metalicos por adsorcidn con moléculas (principalmente carbohidratos)
presentes en las paredes o envolturas celulares que rodean a muchos microorganismos. De
esta forma, las paredes celulares actian como verdaderos muros de contencion para muchos
metales y dificultan la penetracidn de éstos al interior celular, impidiendo su accidn téxica. Los
protozoos ciliados en su forma vegetativa no tienen pared, pero hay muchos que forman
quistes de resistencia. En nuestro grupo de investigacion hemos comprobado que las paredes
quisticas de ciliados (constituidas principalmente por glucoproteinas) pueden adsorber
metales (Gutierrez et al., 2008). De una manera similar, la parte glucidica (con abundantes
cargas negativas) de las glucoproteinas mucocisticas podrian adsorber cationes divalentes
metdlicos (como el Cd%), reduciendo asi la toxicidad del estrés provocado por este metal.
Igualmente, un incremento del nimero de mucocistos por célula incrementaria la proteccién
de la misma. En consecuencia, un estrés por exceso de Cd* podria inducir la formacién de
mucocistos en T. thermophila.
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v" La adaptacién al cobre: caracterizacion de la cepa Cu-ADAP

El cobre es un micronutriente esencial que se requiere en pequefias concentraciones para
multiples procesos celulares. Sin embargo, la presencia de elevadas concentraciones de este
metal también resulta téxica para la célula, ya que puede generar gran cantidad de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que podrian causar la peroxidacion de los lipidos de membrana o la
oxidacién de las proteinas y los acidos nucleicos e, incluso, este metal podria sustituir a
cofactores metalicos de proteinas sefializadoras y enzimas (Adamo et al., 2012a). Por ello, la
célula ha desarrollado complejos mecanismos que regulan y mantienen la homeostasis
intracelular del cobre en condiciones normales y, bajo estrés por cobre, al igual que sucede
para otros metales, la célula tiene mecanismos especificos para contrarrestar esta situacion de
estrés.

En la cepa Cu-ADAP, la presencia continuada de una elevada concentracién de Cu?* causa
una disminucién en su tasa especifica de crecimiento; sus tiempos de generaciéon son muy
superiores a los calculados para la cepa control SB1969 (= 2,2x) e, incluso, a los obtenidos en la
cepa Pb-ADAP (= 1,9x). Esta disminucién de la tasa de crecimiento también ha sido descrita
previamente por otros autores en células de Tetrahymena expuestas a elevadas
concentraciones de cobre (1,2 6 1,8 mM) (Nilsson, 1989). Adamo y colaboradores (2012a) han
observado que cepas de levaduras adaptadas a crecer en medios con elevadas
concentraciones de cobre eran capaces de alcanzar densidades celulares proximas a las
obtenidas en la situacion control (en el medio YPD sin cobre) pero su tasa de crecimiento era
menor.

A diferencia de lo que ocurre en la cepa Cd-ADAP, que también es resistente a los otros dos
metales seleccionados (Cu®** y Pb?*), en la cepa Cu-ADAP se han obtenido tiempos de
generacion (Tg) muy superiores tras los tratamientos con Cd** (= 2,5x) o con Pb* (= 1,8x) con
respecto a los Tg obtenidos con el cobre. Asi, aunque las células Cu-ADAP son capaces de
crecer en presencia de las MCT de Cd** o Pb*, sus mecanismos de adaptacién son mas
efectivos frente al cobre, que es el metal menos téxico de los tres utilizados. Finalmente, tras
la exposicion de la cepa Cu-ADAP a una mezcla de dos metales (Cu?*+ Cd* & Cu?*+ Pb?), se
obtienen comportamientos muy diferentes en cada uno de los casos. La cepa Cu-ADAP no es
capaz de sobrevivir en presencia de la mezcla Cu®*+ Cd%, por lo que estos dos metales
presentan una sinergia del tipo potenciacién, es decir, la toxicidad de la mezcla es superior a la
de los dos metales por separado, incrementandose considerablemente la mortalidad de la
poblacién. Otros autores han detectado la existencia de interacciones aditivas o sinérgicas
(potenciacidn) entre el cadmio y el cobre al exponer a la planta Cucumis sativus a una mezcla
de estos dos metales y, aunque es dificil establecer los mecanismos implicados en esta
interaccion, parece ser que tanto el patrén de bioacumulacién de cada uno de los cationes
metadlicos como los procesos de entrada de éstos a la célula son afectados por la combinacion
binaria de los dos metales (An et al., 2004). Por otro lado, la cepa Cu-ADAP si que es capaz de
crecer en presencia de la mezcla Cu**+ Pb?*, con una tasa especifica de crecimiento muy similar
a la obtenida por esta cepa en presencia de Cu?* exclusivamente. La presencia de Pb?* parece
no afectar demasiado al nivel de toxicidad obtenido sélo por el cobre, por lo que la interaccién
entre los dos metales se puede considerar como un efecto aditivo (la toxicidad de la mezcla es
similar a la toxicidad de uno de los dos metales por separado). En estos casos, nosotros hemos
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medido la toxicidad exclusivamente en base a la tasa de crecimiento y no al porcentaje de
mortalidad o a los valores de CLsg, que son los pardmetros habituales para considerar el tipo de
interacciones entre contaminantes.

La adaptacidn al cobre también conlleva una serie de alteraciones morfoldgicas vy
ultraestructurales; las mas importantes se esquematizan en la Fig. 77. Las células Cu-ADAP
presentan una morfologia celular algo alterada, con un contorno muy irregular o festoneado,
con multiples entrantes y salientes (Fig. 29a, paneles B y C). Esta alteracion de la pelicula del
ciliado se puede deber a dos motivos no excluyentes: a)- a una mayor actividad de las bombas
transmembrana, que favorecerian la liberacion al medio extracelular de los cationes de cobre y
disminuirian sus niveles intracelulares, minimizando sus efectos toxicos sobre biomoléculas
esenciales, y/o b)- a una acumulacion periférica de un gran nimero de mitocondrias. En
células de la levadura Candida humilis adaptadas a crecer en medios con elevadas
concentraciones de cobre se han detectado unos niveles de bioacumulacién menores con
respecto a los de las células no adaptadas. Probablemente, esto se deba a una reduccién en la
incorporacién de metal o a una mayor liberacién de éste a través de bombas de expulsién o de
eflujo de cationes (Adamo et al., 2012a). En la cepa Cu-ADAP no se detectan depdsitos
intracelulares electrodensos (atribuibles a metales), por lo que se podria suponer que existe un
intenso eflujo de cationes Cu?* (mediado por bombas transmembrana) que los desaloja del
citoplasma, independientemente de la funcidn importante de determinadas MTs. Después de
secuenciar el genoma-macronuclear de T. thermophila (Eisen et al., 2006), se sabe que este
ciliado es el ser vivo con el mayor nimero de transportadores de membrana para cationes
inorganicos: dispone de 485 transportadores registrados frente a los 261 que presenta Homo
sapiens, los 142 de D. melanogaster o los 59 de S. cerevisiae (Eisen et al., 2006). De los 485,
161 (33%) son transportadores del tipo ABC y 91 (18%) son ATPasas de tipo P, lo que nos da
pie a pensar en la gran capacidad de este microorganismo eucariota para bombear multitud de
moléculas organicas e inorganicas (como cationes metalicos) al medio extracelular.

Las mitocondrias parecen ser el principal organulo-diana del Cu** ya que en la cepa Cu-
ADAP se observan alteraciones en el nUmero, tamafio y morfologia de sus mitocondrias, junto
con una distribucién intracitoplasmatica de las mismas poco habitual (Figs. 29a y 29b). El cobre
es un agente oxidante que favorece la formacidon de ROS, originando un gran dafio en las
membranas mitocondriales. En cepas de levaduras adaptadas al cobre se observa una
reduccion considerable en la produccién de ROS como consecuencia de una mayor actividad
de enzimas antioxidantes como la superdxido-dismutasa, las peroxidasas o las catalasas
(Adamo et al., 2012a). En la cepa Cu-ADAP de T. thermophila no se han analizado la expresion
de genes codificantes de enzimas antioxidantes (aunque se podria llevar a cabo en un préximo
futuro); no obstante, sabemos que el Cu®* (400 uM) induce la expresion de un gen de
glutationilespermidina sintetasa (TtGspS4) y de varias tiorredoxina reductasas en este ciliado
(datos de nuestro grupo no publicados).

Las mitocondrias son organulos que forman una red dinamica que varia en su estructura
segun la fase del ciclo bioldgico y las condiciones fisioldgicas de la célula. Estos cambios se
fundamentan principalmente en fusiones, biogénesis o divisiones mitocondriales, mitofagia
(destruccion por autofagia) y/o su diferente localizacién en la célula. En la cepa Cu-ADAP no
hemos detectado por MET procesos de fusion mitocondrial ni fendmenos de mitofagia. Sin
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embargo, la observacidon en esta cepa Cu-ADAP de mitocondrias de mayor tamafio y mas
alargadas nos da pie a pensar que podrian derivar de fusiones previas a partir de otras de
menor tamafio. El nUmero de mitocondrias en la cepa Cu-ADAP parece ser superior (aunque
no se ha llevado a cabo un recuento de las mismas) que en la cepa control. Un incremento de
los niveles intracelulares de ROS causado por condiciones de hiperglucemia estimula la divisidon
mitocondrial en células renales (Roy et al., 2015). La biogénesis mitocondrial puede
estimularse por ROS y por situaciones de hipoxia (Diaz and Moraes, 2008). En general, la
aparicion de enfermedades y desdérdenes celulares ligados a las mitocondrias conlleva la
biogénesis mitocondrial. Por ejemplo, una disfuncién en la fosforilacién oxidativa desencadena
una proliferacion mitocondrial como un mecanismo compensatorio para paliar la deficiencia
funcional (Diaz and Moraes, 2008). En la cepa Cu-ADAP, el acercamiento o compactacién de
las mitocondrias en la periferia del ciliado asi como la aparicién de mitocondrias mas alargadas
(con mayor superficie) podrian relacionarse con un intento del microorganismo para favorecer
una mayor captacién de oxigeno.

Cepa Cu-adaptada

Numerosas mitocondrias alargadas
y condensadas en la periferia
celular

Vacuolas con
contenido irregular

Fig. 77. Esquema que recoge los principales cambios ultraestructurales que experimenta T. thermophila
durante su adaptacion al Cu?*.

Tras mantener esta cepa Cu-ADP durante un mes sin metal, se observan sus mitocondrias
mas disgregadas y parecidas a las de la cepa control (Fig. 33). Esta misma cepa, tras
mantenerse un mes sin cobre y exponerse de nuevo a la MCT de este mismo metal durante
24h, continla siendo capaz de crecer bajo estas condiciones y, por tanto, mantiene su
adaptacion después de un mes. En las micrografias obtenidas por MET, de nuevo observamos
mitocondrias mas alargadas y un inicio de compactacidn en su periferia (Fig. 34), volviendo asi
a la configuracion tipica detectada en la cepa Cu-ADAP original (mantenida con la MCT de
Cu?).
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En la cepa Cu-ADAP también se observan numerosas vacuolas con un contenido irregular
poco electrodenso (Fig. 29E). En las células de esta misma cepa mantenidas durante un mes sin
el metal también se detectan numerosas vacuolas, algunas de las cuales presentan un
contenido irregular granuloso muy electrodenso (Fig. 33). Por su fuerte electrodensidad
podriamos sugerir que este contenido fuese metdlico (complejos proteina-metal) y que al estar
en una vacuola podria expulsarse al exterior celular. La interpretacion que hacemos de estas
imagenes es que, una vez retirado el metal del medio, el exceso intracelular del mismo (unido
a las MTs) se acumularia en vacuolas y eventualmente seria expulsado de la célula.

v" La adaptacién al plomo: caracterizacién de la cepa Pb-ADAP

El plomo es uno de los metales mas téxicos y abundantes del planeta, cuyos niveles han
aumentado considerablemente en diversos ecosistemas en los Ultimos afos por diferentes
fuentes de origen antropogénico. La toxicidad de este metal se asocia con su acciéon pro-
oxidante, su posible interaccién con los grupos funcionales de diversas enzimas y su papel
antagonista del calcio, al que es capaz de desplazar y por el que activa gran cantidad de
reacciones dependientes de calmodulina (Fernandez Leborans et al., 1998).

Sorprendentemente, la cepa Pb-ADAP presenta una tasa especifica de crecimiento y un
tiempo de generacion muy similares a los de la cepa control SB1969, por lo que la adaptacién a
plomo no supone un retardo en el crecimiento (al contrario de lo que ocurre en las
adaptaciones a cadmio y cobre). De esta forma, los mecanismos de defensa implicados en la
neutralizacién de la toxicidad por Pb?* deben de ser muy eficaces para mantener casi intacta su
tasa de division. Sin embargo, y por lo general, la cepa Pb-ADAP no alcanza las densidades
celulares que se detectan en las demds cepas adaptadas a metales o en la cepa control,
obteniéndose un rendimiento celular final mds bajo. La adaptacién a plomo conlleva a su vez
una adaptacion cruzada a otros metales como el cobre, con el que es capaz de crecer
describiendo una cinética de crecimiento muy similar a la de la cepa control y a la descrita para
la cepa Pb-ADAP en presencia de Pb?*. Sin embargo, esta resistencia cruzada no se observa
para el cadmio, ya que ante su MCT la cepa Pb-ADAP no es capaz de crecer. Ambos metales
(Cd* y Pb*) son los méas téxicos utilizados en este estudio de adaptacién; de ahi
probablemente la incapacidad de la célula para mantener una resistencia cruzada con un
segundo metal, independientemente de que los mecanismos de adaptacion frente a estos dos
metales parecen ser muy diferentes entre si.

Igual de sorprendente es la capacidad de la cepa Pb-ADAP de crecer en presencia de la
mezcla Pb?*+ Cd?* aunque su tasa de crecimiento disminuye considerablemente (sus tiempos
de generacion son aproximadamente 3 veces superiores a los presentados por la misma cepa
en la sola presencia de Pb?*). Sin embargo, en el caso de la mezcla Pb?*+ Cu?, la cepa Pb-ADAP
no es capaz de crecer; en esta situacidn, la presencia del Cu?* (el menos tdxico de los metales
ensayados) incrementa la mortalidad celular describiendo un efecto de potenciacién de la
toxicidad.
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En la Fig. 78 se esquematizan las principales alteraciones observadas en las células Pb-
ADAP. En el andlisis ultraestructural de la cepa Pb-ADAP lo que mads destaca es la presencia de
numerosas inclusiones esféricas u ovaladas con un contenido granuloso muy electrodenso
(Figs. 30a y 30b). Estos acimulos presentan un aspecto compacto y estan rodeados por una
membrana (probablemente de origen vacuolar) (Fig. 30b panel I). Ademas, estos aciumulos se
excretan al exterior celular, en donde precipitan (Fig. 30b, paneles F y H).

Cepa Pb-adaptada

Inclusiones electrodensas en el
interior de vacuolas, cuyo
contenido se excreta al exterior

Fig. 78. Esquema que recoge los principales cambios ultraestructurales que experimenta T. thermophila
durante su adaptacion al Pb?".

El andlisis realizado por microscopia de fluorescencia utilizando el fluorocromo Leadmium
Green, pone de manifiesto que estos acimulos electrodensos contienen Pb?*. Por lo tanto, la
formacién de estos granulos se relaciona con un mecanismo de eliminacién de este metal, que
mantiene la célula durante todo su periodo de adaptacién siempre que haya Pb?* en el medio.
De esta forma, las células van acumulando en vacuolas los complejos metal-MT hasta que se
llenan y, posteriormente, los expulsan al exterior celular como forma no tdxica, pues el metal
ya no esta biodisponible. La presencia de Pb?* en estos acimulos también ha sido corroborada
por el microanalisis realizado al MET de este material granuloso, detectandose entre 6 y 8
picos correspondientes al Pb?* en los espectros obtenidos (Fig. 37A). Este material granuloso-
particulado electrodenso tiene un didmetro de entre 100 y 200 nm vy, a su vez, se compone de
pequefios granos o nanoparticulas de un tamafio muy inferior (= 10-15 nm) (Fig. 38). Nilsson
describid en 1989 la capacidad de Tetrahymena de acumular intracelularmente el Pb?*, dando
lugar a la formacién de granulos densos o pequefias vesiculas en el citoplasma, en los
axonemas de los cilios, la pelicula alveolar, el nucleo, las mitocondrias, los peroxisomas o en
pequefias vacuolas (Nilsson, 1989). Otros autores también han descrito la gran capacidad de
algunos protozoos marinos de bioacumular grandes cantidades de este metal en vacuolas
digestivas, reduciendo asi notablemente la cantidad de metal libre en el medio (Fernandez
Leborans et al., 1998). Igualmente, Burgos y colaboradores (2013) han descrito la capacidad de
acumular plomo en inclusiones citoplasmaticas en cuatro cianobacterias. Dichas inclusiones se
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caracterizaron como granulos de polifosfato al analizarlos mediante microanalisis y observar
picos correspondientes al plomo y al fosforo, entre otros. En los espectros obtenidos mediante
microanalisis en la cepa Pb-ADAP de T. thermophila también se muestra un pequeio pico de
fésforo, muy inferior a los picos de Pb?* observados y, por tanto, es dificil relacionarlo con la
presencia de polifosfatos en estos granulos electrodensos (principalmente constituidos por los
complejos metalotioneina-metal). En un futuro préximo, el analisis quimico de estas
nanoparticulas nos revelara con mayor precisidon su composicidn y estructura.

Después de mantener la cepa Pb-ADAP durante un mes sin metal, se observa que estos
acumulos electrodensos se mantienen durante bastante tiempo en el interior celular, pero son
menos abundantes y muestran un menor grado de compactacion en el interior de las vacuolas
(Fig. 35). Este hecho nos confirma que dichos acimulos intracelulares electrodensos se forman
por la presencia de plomo en el medio y, cuando este metal desaparece, el nimero de
granulos decrece y éstos se van deshaciendo. Sin embargo, la abundancia y la morfologia
caracteristicas de estos acumulos en la cepa Pb-ADAP se recupera rapidamente tras 24h de re-
exposicion a la MCT de Pb** (Fig. 36).

Finalmente, tanto en la cepa Cu-ADAP como en la Pb-ADAP se observan macronucleos de
mayor tamafio y con una cromatina mds difusa, que se podrian corresponder con menores
niveles de condensacion de la cromatina-macronuclear (Fig. 39). Estos cambios favorecerian la
expresion de un mayor numero de genes como estrategia adaptativa a las condiciones de
estrés extremo a las que se encuentran constantemente expuestas.

En T. thermophila los procesos de adaptacién a metales son reversibles, volviendo la célula
a sus caracteristicas ultraestructurales normales si se le retira el metal del medio de cultivo.
Ademas, las cepas adaptadas resisten de nuevo sus correspondientes MCTs cuando se las
vuelve a exponer al metal al que fueron adaptadas, volviendo otra vez a reproducir las
alteraciones ultraestructurales que caracterizan al estado adaptado.

B.2. Caracterizacion de las cepas knockout y/o knockdown en genes MT de T. thermophila

Las cepas knockout (KO) son herramientas muy Utiles que nos permiten conocer la
relevancia de un determinado gen, sus posibles funciones y los procesos bioldgicos en los que
se encuentra implicado. Inicialmente nos propusimos obtener dos cepas KO en dos genes MT
(MTT1 y MTT5) y un doble KO que afectara a ambos genes en el ciliado T. thermophila, pero
como se ha explicado en el apartado de resultados, el KO del gen MTT5 no se pudo conseguir
ya que dicho gen resultd ser esencial para el microorganismo vy, aquellas células que perdian
todas las copias de este gen, morian. Por lo tanto, en el caso del gen MTT5, sélo se pudo
obtener una cepa knockdown (KD) en la que se habia reducido considerablemente la dosis
génica original de este gen (de 45n en la cepa silvestre a 1-3n en la cepa MTT5KD). Igualmente,
el doble mutante obtenido era KO para el gen MTT1 y KD para el gen MTT5.

Actualmente no se conoce en ningln ser vivo un gen codificante de metalotioneina (MT)
gue se haya descrito como un gen esencial. De hecho, podemos encontrar tanto mutantes
sencillos como multiples en los que se ha suprimido por completo la expresidon de uno o varios
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genes MT vy, aun asi, los organismos son totalmente viables. Por ejemplo, en el nematodo
Caenorhabditis elegans, que es un organismo muy adecuado para la obtencidon de mutantes
knockdown y/o knockout utilizando ARNs de interferencia o deleciones cromosdmicas,
respectivamente, se obtuvieron dos cepas knockout para cada uno de sus dos genes
codificantes de MTs (CeMT-1y CeMT-2) y un doble knockout para estos dos genes. En ningun
caso hubo problemas de letalidad o la aparicion de fenotipos deletéreos (Hockner et al., 2011),
por lo que la desaparicidén de estos genes MT no alteraba la viabilidad del organismo.

La comparacién de los valores Clsp obtenidos para cada metal en las diferentes cepas KO
y/o KD con aquellos obtenidos en la cepa control CU428 muestra que la cepa MTT1KO es
considerablemente mas sensible a la presencia de cada uno de los tres metales. La ausencia
del gen MTT1 lleva consigo una mayor susceptibilidad de la cepa MTT1KO frente al Cd?* (cuyo
valor de CLso es = 1,7 veces inferior al calculado para la cepa control), el Cu?* (cuya CLsp es = 1,8
veces inferior a la de la cepa control) y el Pb? (cuya Clso es = 1,2 veces inferior a la de la cepa
control). Por consiguiente, aunque el gen MTT1 no es un gen esencial para la célula, si que
tiene un papel clave en la respuesta frente al estrés originado por cada uno de estos metales.
De hecho, en estudios previos este gen ha sido definido como un gen relacionado
directamente con los procesos de destoxificacion de metales (Gutiérrez et al., 2009). El
principal inductor de la expresion del gen MTT1 es el Cd* vy, de las cinco isoformas de MTs
descritas en T. thermophila, la MTT1 es la que muestra una mayor afinidad por este metal
(Espart et al., 2015). Por ello, no es de extrafiar que sea la cepa MTT1KO la que presente los
menores valores de CLso tras el tratamiento con Cd?* y, por ello, sea considerada como la mas
susceptible a la presencia de este metal en el medio. La cepa MTT5KD sélo parece ser mas
susceptible que la cepa control ante los tratamientos con Cd?* ya que, ante la presencia de Cu®*
o Pb¥, sus valores de CLso son muy similares a los obtenidos para la cepa control. Ademds
debemos de tener en cuenta que, aunque en esta cepa se ha reducido considerablemente el
numero de copias del gen MTT5, ésta aun mantiene algunas de las copias de este gen y éstas
responden con una mayor tasa de transcripcion frente a la presencia de metal en el medio (Fig.
48). Finalmente, la cepa MTT1KO+MTT5KD muestra valores de Clso inferiores a los detectados
en la cepa control para los tres metales ensayados, sobre todo en el caso del Pb?* y el Cd*. De
hecho, este doble mutante es el mds susceptible a la presencia de Pb* en el medio. Por lo
tanto, la ausencia del gen MTT1 junto con la disminucién del nimero de copias del gen MTT5
incrementan la susceptibilidad al Pb?, fenémeno que no se apreciaba en la cepa MTT5KD.

Generalmente, las cepas knockout suelen presentar menores tasas de crecimiento y el
rendimiento celular obtenido suele ser también inferior, independientemente de la presencia
o no de metal en el medio. Ademas, los dobles knockout son frecuentemente los mas
afectados en sus cinéticas de crecimiento (Hockner et al., 2011). Esto también se cumple en T.
thermophila ya que, en ausencia de metal, todas las cepas KO y/o KD obtenidas muestran
mayores tiempos de generacidn que la cepa control, destacidndose el caso de la cepa
MTT1KO+MTT5KD, cuyo tiempo de generacidon (8,77 h) es = 1,6 veces mayor que el Tg de la
cepa control (5,37 h). Igualmente, las cepas MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD no alcanzan en
ninguno de los ensayos realizados la densidad celular final que consiguen la cepa control o la
MTT1KO. Estos resultados refuerzan el caracter esencial del gen MTT5 ya que la disminucion
de su numero de copias en el genoma macronuclear también afecta a la proliferacidn celular
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en condiciones normales (sin estrés por metal). En general, las cepas knockout que afectan a
genes MT suelen ser mas sensibles a la presencia de metales toxicos en el medio. Ratones KO
para los genes de metalotioneinas | y Il son mas sensibles a la presencia de cadmio, mercurio y
arsénico, asi como a fendmenos de estrés oxidativo, compuestos carcinogénicos y
neurodegenerativos (Fujiwara and Satoh, 2013). En las cepas KO y/o KD de T. thermophila se
observa que los tratamientos con Cd?** son los que tienen un mayor efecto sobre sus
pardmetros de crecimiento. Concretamente, la cepa MTT1KO sufre un gran retraso en su
crecimiento ante la presencia de este metal en el medio, obteniéndose tiempos de generacidn
de casi tres veces superiores a los obtenidos en ausencia de metal. La cepa MTT1KO+MTT5KD
muestra una larga fase de latencia (= 50 h) tras el tratamiento con Cd?*y, sélo tras esta fase de
aclimatacién, comienza a crecer. Estos resultados corroboran una vez mas la gran relevancia
del gen MTT1 en la respuesta frente al Cd?*. Por otro lado, los tratamientos con Cu?* o Pb?*
tienen un efecto menor sobre las cinéticas de crecimiento de las cepas KO y/o KD. Estos
metales no causan una disminucidn relevante de la tasa especifica de crecimiento en ninguna
de las tres cepas, aunque se detectan pequenas fases de latencia en el caso de las cepas
MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD. De nuevo, la relevancia del gen esencial MTT5 (elemento comun
en ambas cepas) se ve corroborada por el retardo del inicio de la curva de crecimiento de las
poblaciones de T. thermophila en presencia de uno de estos dos metales.

C.- ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO DE LOS GENES CODIFICANTES DE
METALOTIONEINAS (MTs) EN EL CILIADO Tetrahymena thermophila FRENTE
A SITUACIONES DE ESTRES POR METALES (Cd2+, Cu2* o Pb2+)

C.1. Analisis comparativo de la expresion de los genes MTs en T. thermophila: hacia una
mejor comprension de las funciones de cada una de las isoformas génicas

Las MTs constituyen una superfamilia de proteinas queladoras de cationes metalicos que
estan implicadas de manera principal (pero no exclusiva) en los procesos de destoxificacién de
metales (Sakulsak, 2012). La mayoria de los organismos poseen varias isoformas de MTs, que
se diferencian por su afinidad o preferencia de unién a distintos metales. Concretamente, en el
ciliado T. thermophila se conocen cinco isoformas de MTs: tres CAMTs (MTT1, MTT3 y MTT5) y
dos CuMTs (MTT2 y MTT4) (Gutiérrez et al., 2009; 2011). La regulacidn de la expresién de los
genes MTs ocurre principalmente a nivel transcripcional (Coyle et al., 2002; Miles et al., 2000)
y, aunque existen numerosos estudios sobre la expresion de estos genes MT en Tetrahymena
bajo diversas condiciones de estrés (Amaro et al., 2008; de Francisco et al., 2016; Diaz et al.,
2007; Dondero et al., 2004; Leignel et al., 2008), ain no se conoce como tiene lugar la
regulacion de la expresién de las diferentes isoformas génicas en este microorganismo. Para
tener una visién mas completa del comportamiento de estos isogenes se ha llevado a cabo un
anadlisis comparativo de sus patrones de expresién bajo el estrés por metales, utilizando
diferentes cepas de T. thermophila: la cepa control SB1969, las tres cepas adaptadas a
elevadas concentraciones de metal (Cd-ADAP, Cu-ADAP y Pb-ADAP), las tres cepas knockout
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y/o knockdown para los genes MTT1 y/o MTT5 (MTT1KO, MTT5KD, MTT1KO+MTT5KD) vy las
dos cepas que sobre-expresan los genes MTT1 o MTT5 (GFPMTT1 y GFPMTT5).

v" Elgen MTT1: un gen con una relevante funcién constitutiva aun desconocida

El gen MTT1 se induce preferiblemente por Cd* en todas las cepas utilizadas en este
trabajo, tal y como se habia descrito previamente en la cepa silvestre (Diaz et al., 2007).
Ademds, la MTT1 ha sido considerada como la MT que presenta una mayor afinidad por Cd?*
entre todas las isoformas de T. thermophila (Espart et al., 2015). Sin embargo, este gen
también responde a la presencia de los otros dos metales ensayados, destacdndose dos
perfiles de expresién diferentes segun el tipo de metal. Tras los tratamientos con Cd** o Pb%,
el gen MTT1 responde considerablemente en 1h, pero los mayores niveles de induccién se
detectan tras los tratamientos de 24h. En cuanto a las exposiciones con Cu?*, los mayores
niveles de induccién se alcanzan tras los tratamientos de 1h. Esta diferencia entre los perfiles
de expresién del gen MTT1 para los metales Cd?*/Pb% y Cu?* también se observa al comparar
los niveles de induccién de este gen en las cepas adaptadas. Las cepas Cd-ADAP y Pb-ADAP
muestran sus mayores niveles de induccién para el gen MTT1 al permanecer de manera
continuada bajo sus valores MCT correspondientes, corrobordandose asi la importancia de la
presencia del metal para el mantenimiento de los elevados niveles de expresidon de este gen.
Por otro lado, en la cepa Cu-ADAP, los mayores niveles de induccion del gen MTT1 se muestran
tras mantenerla durante 24h sin metal y volverla a tratar con Cu?* durante 1h.

La MTT1 es la isoforma que presenta una menor afinidad por Cu?* de entre las cinco MTs de
T. thermophila (Espart et al., 2015) y su gen es el que menos se induce en presencia de este
metal (Fig. 46). Ademas, el cobre, a diferencia del cadmio o el plomo, es un metal esencial que
presenta una menor toxicidad y, quizd por esta razén, el gen MTT1 muestra un patrdn
transcripcional totalmente distinto para este metal con respecto al observado para los otros
dos metales. El gen MTT1 se ha de expresar pronto para responder a la toxicidad del Cu®, que
decae a lo largo del tiempo. Sin embargo, la toxicidad de metales més téxicos como el Cd** o el
Pb?* parece persistir durante mds tiempo, requiriéndose niveles de induccién del gen MTT1
mas elevados por mds tiempo. Un comportamiento similar (el antagonismo entre Cd?** y Cu?*)
se ha observado al comparar los patrones transcripcionales de los demds genes MTs de T.
thermophila (MTT3, MTT5 y MTT2/4) asi como los genes MTs de otras especies de
Tetrahymena (de Francisco et al., 2016). En general, se pueden distinguir dos tipos de patrones
de expresién para los genes MTs de T. thermophila: uno caracterizado por una mayor
respuesta temprana que se va reduciendo a lo largo del tiempo y que esta asociado con la
induccidon por Cu?, y otro con un efecto mds acumulativo en el que los niveles de induccién
aumentan a lo largo del tiempo y que estd asociado con la exposicién al Cd* o al Pb?.
Actualmente desconocemos los mecanismos moleculares o fisioldgicos que podrian explicar
este diferente comportamiento, quiza Unicamente relacionado con el caracter esencial o no
esencial del metal y con su menor o mayor toxicidad. Desde luego este comportamiento no se
puede asociar con la mayor o menor afinidad de una isoforma concreta de MT por un metal
concreto ya que las isoformas MTT2/4, que son las que presentan una mayor afinidad por el
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Cu®, muestran un patrén de induccién de sus genes (MTT2/4) similar al previamente
comentado (Fig. 49).

El andlisis comparativo de los niveles de expresién basal o constitutiva para el gen MTT1
muestra el siguiente ranking: Cd-ADAP > GFPMTT5 > GFPMTT1 > Control SB1969 > Cu-ADAP =
Pb-ADAP > MTT5KD. En la cepa Cd-ADAP, los niveles de expresidn basal del gen MTT1 son 28
veces mas elevados que en la cepa control, mientras que en el caso de las cepas GFPMTT5 y
GFPMTT1, estos niveles son 5y 2 veces mayores respectivamente a los calculados en la cepa
control. A la vista de estos resultados podemos concluir los siguientes puntos:

= La adaptacién al cadmio conlleva un aumento en los niveles de expresion basal del gen
MTT1. Otros autores han apoyado esta idea al sugerir un aumento de los niveles de
expresidon basal de los genes de respuesta a estrés en individuos expuestos de manera
continuada a un agente estresante. Por ejemplo, en poblaciones del artrépodo Orchesella
cineta expuestas de manera crdnica a Cd** se detectaron mayores niveles de expresion
constitutiva de sus genes MT (Timmermans et al.,, 2005). Asi mismo, en la mosca
doméstica (Musca domestica) el gen de resistencia a insecticida (isoforma del citocromo
PA450) se expresa de manera constitutiva mas de 9 veces en la cepa resistente con
respecto a la cepa no resistente (Liu and Scott, 1998).

= La cepa GFPMTT1 contiene multiples copias del pldsmido recombinante pVGFMTT1. Este
pldsmido porta la construccion Puyrri::GFP::MTT1 (Amaro et al., 2014) y, por lo tanto,
sobre-expresa el gen MTT1, aumentando sus niveles de expresién basal en esta cepa.

= La cepa GFPMTT5 contiene el plasmido recombinante pVGFMTT5 con la construccion
Pumrri::GFP::MTT5, donde el ORF completo del gen MTT5 esta regulado por el promotor
del gen MTT1. En esta cepa el gen MTT5 esta sobre-expresado y sus niveles de expresion
constitutiva son muy superiores a los de la cepa control (= 49x). De alguna manera, la sola
presencia del promotor del gen MTT1 en la construccidon heterdloga (mds abierto en
condiciones basales que el Pyrrs) incrementa la expresion basal del gen MTT5. Ademas,
esta cepa también presenta mayores niveles de expresion basal para el gen MTT1, = 5x
con respecto a la cepa control y = 2x con respecto a la cepa GFPMTT1.

En estas tres cepas (Cd-ADAP, GFPMTT1 y GFPMTTS5), los mayores niveles de expresion
basal del gen MTT1 con respecto a la cepa control probablemente se deban a un mayor
numero de copias del gen MTT1 (en el caso de las cepas Cd-ADAP y GFPMTT1) o a los mayores
niveles de expresion basal del gen MTT5, regulados por el promotor del gen MTT1 (como se
aprecia en la cepa GFPMTTS5). En resumen, en estas cepas los mayores niveles basales del gen
MTT1 se pueden atribuir tanto al mayor nimero de copias del gen MTT1 en la célula (ya sean
plasmidicas o cromosémicas) como al mayor nimero de copias del promotor MTT1.

Ademas, a la vista de los ultimos resultados comentados para la cepa GFPMTTS5, parece que
podria existir una regulacion coordinada entre los niveles de expresion basal de los genes MT,
al menos entre los genes MTT1 y MTT5. Van Straalen y colaboradores (2011) sefialaron que los
mecanismos de regulacion en cis y trans actian de manera combinada durante los procesos de
adaptacion evolutiva a un determinado toxico. Esta coordinacion también se aprecia en las
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cepas knockout (KO) y/o knockdown (KD). En el caso de las cepas MTT1KO vy
MTT1KO+MTT5KD, que han perdido todas las copias del gen MTT1, se observa un aumento de
los niveles de expresion basal del gen MTT5 con respecto a la cepa control (= 8,5x en el caso
del MTT1KO y = 59x en el MTT1KO+MTT5KD). Parece que el gen MTT5 intenta llevar a cabo la
funcién del gen MTT1 cuando éste estd ausente. Asi, aunque el gen MTT1 no es un gen
esencial y se puede obtener un KO completo, su funcién celular parece ser muy importante y
parece estar relacionada tanto con situaciones de estrés general como con el mantenimiento
de los niveles homeostaticos celulares correctos, ya que sus niveles de expresion basal son
muy elevados independientemente de la cepa analizada o del tratamiento aplicado.

En todas las cepas analizadas (a excepcidon de la cepa Cu-ADAP), el gen MTT1 es el que
muestra los mayores niveles de expresion basal (independientemente del nimero de copias
génicas que presente la cepa) frente a las demas isoformas génicas de MTs en T. thermophila
(Fig. 62). En la cepa GFPMTT], el ranking de los niveles de expresion basal de los genes MT es
el siguiente: MTT1 > MTT2/4 > MTT3 > MTT5, muy similar al definido para la cepa control
(MTT1 > MTT3 > MTT2/4 > MTT5). En la cepa GFPMTTS5, el gen MTT5 pasa a la segunda
posicién del ranking (MTT1 > MTT5 > MTT2/4 > MTT3) tal y como se podria esperar al
presentar esta cepa un mayor numero de copias del gen MTT5. Igualmente, la cepa Pb-ADAP
presenta este mismo ranking de expresion basal (Fig. 79).

v" El gen MTT5: un gen "de alarma" frente al estrés y esencial para la célula

La metalotioneina MTT5 ha sido considerada como la principal isoforma en los procesos de
destoxificacion de metales (Gutiérrez et al., 2009; 2011). Esta proteina forma complejos
estables con Cd** o Zn?* y ha sido identificada como la segunda mejor Zn/Cd-tioneina tras la
MTT1, debido a su gran afinidad por estos dos cationes metdlicos (Espart et al., 2015). Todas
estas afirmaciones y resultados previos son igualmente corroborados con nuestros resultados.
El gen MTT5 es el que presenta los mayores niveles de induccion independientemente del
tratamiento metalico aplicado o de la cepa analizada. El patron de induccién consenso de los
genes MT para el Cd* o el Pb? en todas las cepas de T. thermophila analizadas es el siguiente:
MTT5 > MTT1 / MTT3 > MTT2/4. Incluso, en la cepa MTT5KD, que tiene un nimero de copias
del gen MTT5 muy reducido en su macronucleo, se cumple este patrdn. Tras los tratamientos
con Cu®, metal por el que la proteina MTT5 muestra la més baja afinidad (Espart et al., 2015),
en tres de las cepas analizadas (Cu-ADAP, Pb-ADAP y MTT5KD) es el gen MTT5 el que se
encuentra en la primera posicion en sus rankings de induccién (Fig. 79). Estos elevados niveles
de induccidn podrian explicarse gracias a la existencia de una duplicacidon en tandem en su
region promotora, que afecta a una regidn de 416 pb e incluye el mayor nimero de motivos de
reconocimiento para factores de transcripcion de la familia AP-1 si la comparamos con las
regiones promotoras del resto de las isoformas de genes MT de T. thermophila (Diaz et al.,
2007; de Francisco et al., 2016; Gutiérrez et al., 2009; 2011).
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Fig 79. Representacidon esquematica de las caracteristicas gendmicas y de los niveles de expresion de las
cinco isoformas de MTs en las diferentes cepas de T. thermophila utilizadas en este trabajo. En cada
cepa se muestran los rankings de los niveles de expresidon constitutiva (CE) y de los patrones de
induccién (P1) de los genes MT, tras los tratamientos con Cd?*, Pb?* o Cu?*.
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Sin embargo, a pesar de que el gen MTT5 es, en general, el que presenta los mayores
niveles de induccion frente al estrés por metales, sus niveles de expresidén basal o constitutiva
son los mas bajos registrados en algunas de las cepas analizadas (cepa control SB1969, Cu-
ADAP, GFPMTT1, MTT1KO y MTT5KD), existiendo grandes diferencias entre los niveles de
expresidon constitutiva del gen MTT5 con respecto a los de las demas isoformas de MT. Por
ejemplo, en el caso de la cepa control, en ausencia de metal el gen MTT1 se expresa = 36 veces
mas que el gen MTT5, el gen MTT3 = 23x MTT5 y los genes MTT2/4 = 4x MTT5. En las cepas Cd-
ADAP y Pb-ADAP, el gen MTT5 se sitlua en la tercera o segunda posicién del ranking de
expresion basal, respectivamente (Fig. 79). Sin embargo, este gen pasa a ocupar la primera
posicion del ranking en la cepa MTT1KO+MTT5KD, donde el gen MTT1 estd ausente y el
numero de copias del gen MTT5 estda muy reducido (Fig. 79). Ademas, si comparamos los
niveles de expresion basal del gen MTT5 entre las cepas MTT1KO y MTT5KD observamos que
la cepa MTT1KO expresa 1.024 veces mas dicho gen en condiciones de ausencia de metal con
respecto a la cepa MTT5KD. Esto se podria deber a la reduccién del nimero de copias del gen
MTTS5 en la cepa MTT5KD, pero también a la total pérdida del gen MTT1 en la cepa MTT1KO,
por lo que en esta ultima cepa el gen MTT5 sustituiria la funcion basal del gen MTT1. Por todo
ello, se podria establecer la hipdtesis de que el balance intracelular de ambas MTs (MTT1 y
MTTS5) podria estar regulando, a su vez, la expresién de ambos genes.

A diferencia del gen MTT1 que generalmente muestra elevados niveles de expresion basal,
el gen MTT5 no parece ser requerido en condiciones normales o de ausencia de estrés. Por
ello, sus niveles de expresién basal suelen ser bastante bajos en condiciones celulares
normales y éstos aumentan enormemente y de forma rapida bajo condiciones de estrés (Fig.
80). En este sentido, el gen MTT5 podria ser considerado como un gen “de alarma” y, al mismo
tiempo, esencial para la célula. Esta MT podria actuar como una “alarma” intracelular v,
simultaneamente, inducir la expresion de otras isoformas (como la MTT1 o las MTT2/4) que
pueden ser necesarias en funcion del pool total de MTs requeridas para la respuesta celular y
segun el tipo de agente estresante. De este modo, la cepa GFPMTT5 (que sobre-expresa de
manera artificial el gen MTT5) tiene niveles de expresidn basal anormalmente altos para este
gen “de alarma” (= 49 veces superiores a los detectados en la cepa control) y, por lo tanto,
esto podria ser interpretado por la célula como una situacién de estrés, favoreciéndose a su
vez el aumento de los niveles de expresion basal de las otras isoformas de MTs: MTT1 (cuyo
gen se expresa 5 veces mas en la cepa GFPMTT5 que en la cepa control) y MTT2/4 (cuyos
genes se expresan 6,5 veces mas que en la cepa control). Por otro lado, la cepa
MTT1KO+MTT5KD presenta otra situacidén de estrés diferente ya que carece del gen MTT1 y
tiene muy reducido el nimero de copias del gen MTT5. Ante esta situacion, esta cepa sobre-
expresa su gen MTT5 (= 59x con respecto a la cepa control) y este aumento también parece
inducir la sobre-expresion de los genes MTT2/4 (= 10x) con respecto a la cepa control. Todos
estos datos parecen apoyar la hipdtesis de que existe una regulacion coordinada de la
expresion de algunos genes MT en el ciliado T. thermophila como respuesta a una situacién de
estrés (Fig. 80).

Independientemente del caracter esencial del gen MTT5 asi como de su posible condicidn
de "alarma celular", este gen parece tener un papel clave en los procesos de destoxificacion
del Pb?* y en la adaptacion a este metal. Aunque, actualmente, no conocemos el grado de
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afinidad de esta isoforma de metalotioneina con los cationes de plomo, podemos observar que
el gen MTT5 es el que presenta los mayores niveles de induccidn, en la mayoria de las cepas
estudiadas, tras la exposicion con Pb?* durante 24h. Ademds, la cepa Pb-ADAP presenta
elevados niveles de expresién basal para este gen (= 7x con respecto a la cepa control) y, tras
mantenerla durante 6 meses sin metal y volverla a exponer de nuevo a Pb?* (24h) se registran
elevados niveles de induccidn para este gen.
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—_ ‘..—'7
P F: +—"'—‘ /’
8 8 — €7 +’Jl
S — @ /s
2 L2 b
.g) !5

o
=
:S 5
@ -

|
MTT1 MTT3 MTT2/4 MTT5 MTT1 MTT3 MTT2/4 MTT5

Fig. 80. Representacion esquematica del comportamiento de la expresion basal del gen MTT5 y de los
demas genes MT bajo condiciones de estrés, en comparacion con el observado en la cepa control en
situaciones normales (sin estrés celular).

v El gen MTT3: una isoforma poco definida

El gen MTT3 se localiza en el mismo subfragmento cromosémico que el gen MTTI,
concretamente a una distancia de 1,7 Kb, presentando ambos la misma orientacién dentro de
este subfragmento (Diaz et al., 2007). Ambos genes (de 486 pb de longitud y con una identidad
del 85% entre sus secuencias nucleotidicas) codifican isoformas de MTs muy similares entre si
(de 162 aa cada una de ellas y con un 76% de identidad) y se piensa que estos dos genes
surgieron probablemente por una duplicacion génica a partir de un gen ancestral comun (Diaz
et al., 2007; Gutiérrez et al., 2009; 2011). Sin embargo, a pesar de la similitud entre ambos
genes y las proteinas que originan, cambios minimos en la secuencia de una de ellas pueden
suponer cambios drasticos en su capacidad de unidon a metal y la aparicién de nuevas
capacidades funcionales. Ademas, existen variaciones en sus regiones promotoras y en sus
motivos reguladores en cis, que estan correlacionados de manera positiva con los diferentes
niveles y patrones de expresion de estos dos genes. De hecho, éste es el primer paso para que
exista una divergencia funcional de genes obtenidos por duplicacién (Li et al, 2005).
Posiblemente los genes MTT1 y MTT3 fueron diversificAndose tanto en sus regiones
promotoras como en sus secuencias codificantes hasta presentar diferentes niveles y patrones
de expresion y, finalmente, funciones diferentes. Una de las diferencias detectadas en sus
regiones promotoras afecta al nimero de motivos de unién a factores de transcripcién del tipo
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AP-1, de los que existen 6 en el promotor del gen MTT1 y sélo 2 en el promotor del gen MTT3
(Diaz et al., 2007). Esta diferencia podria explicar los menores niveles de induccién de la
expresion que alcanza el gen MTT3 con respecto a los genes MTT1 y MTT5 (este ultimo con 13
posibles motivos de unidn a factores AP-1) (Gutiérrez et al., 2009).

El gen MTT3 se induce principalmente en presencia de Cd?* (tras exposiciones de 24h) en la
mayoria de las cepas analizadas. De hecho, se la considera una CAMT por su similitud en los
patrones de residuos de Cys con otras CdMTs del género Tetrahymena (de Francisco et al.,
2016; Gutiérrez et al., 2009; 2011). Sin embargo, en las cepas adaptadas a metal también se
induce de manera excepcional tras los tratamientos con Cu®* (1 6 24h), destacandose el caso
de la cepa Cu-ADAP tras mantenerla durante 1 6 6 meses sin metal y volverla a exponer a la
MCT de Cu?* durante 1h. Igualmente, los niveles de expresién basal del gen MTT3 son bastante
bajos, situandose en la segunda o tercera posicién del ranking seguin la cepa analizada. En la
cepa MTT5KD, los niveles de expresidn constitutiva del gen MTT3 son mucho mas bajos con
respecto al resto de cepas estudiadas (= 42 veces menores a los de la cepa control). Por todas
estas razones, aunque la MTT3 ha sido considerada como una CAMT vy se ha incluido dentro de
la subfamilia 7a (Diaz et al., 2007; de Francisco et al., 2016), esta isoforma no parece ser
particularmente adecuada para la unién preferente con el cadmio, presentando una afinidad
intermedia tanto para el Cd?>* como para el Cu?* ya que ocupa la tercera posicion en el ranking
de afinidad por estos dos metales con respecto al resto de las 4 isoformas MT de T.
thermophila (Espart et al., 2015) (Fig. 81). Esta isoforma es considerada por algunos autores
como una "MT indefinida" (Espart et al., 2015) y se cree que la pérdida de una preferencia
concreta por un metal puede responder a la necesidad de plasticidad por parte de la célula,
permitiendo asi el desarrollo de diversas funciones y la unién a distintos metales (Cd%*, Cu®** o
Zn*) seguin los requerimientos ambientales.

WV Afinidad por el Cd?*

>
MTT1> MTTS5> MTT3> MTT4> MTT2
<€

v Afinidad por el Cu?*

Fig. 81. Esquema-resumen del grado de afinidad de las diferentes isoformas MT de T. thermophila
frente al Cd?* o al Cu?* (basado en los datos experimentales mostrados en Espart et al., 2015).

Igualmente, la MTT3 contiene dos residuos de histidina en su secuencia aminoacidica v,
junto con una MT de T. patula que contiene una His en su secuencia, es la Unica CdAMT descrita
en el género Tetrahymena con este tipo de residuos (de Francisco et al., 2016). Las histidinas, a
través de sus anillos imidazol, potencian la afinidad relativa por el Zn?* frente al Cd** y son los
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ligandos mas frecuentes para el Zn?* en muchas metaloenzimas (Daniels et al., 1998),
permitiendo la estabilizacion de los complejos metal-proteina (Blindauer, 2008). Ademas,
como ha sido descrito en estudios previos, el gen MTT3 alcanza sus mayores niveles de
inducciéon con Zn?* (1h) y podria tener un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis de metales esenciales (Zn?* y/o Cu?*) (Diaz et al., 2007).

v" Los genes MITT2 y MTT4: dos mejor que uno

Los genes MTT2 y MTT4 son isoformas génicas casi idénticas (con un 98% de identidad
entre sus secuencias nucleotidicas) que se disponen en tdandem en el brazo derecho del
cromosoma 4 micronuclear de T. thermophila. Sus regiones promotoras son también bastante
similares (con un 76% de identidad) y cada una de ellas presenta dos posibles motivos de
unién a factores de transcripcion AP-1 (de Francisco et al., 2016). Igualmente, las proteinas
codificadas por estos dos genes son practicamente idénticas entre si, con un 99% de identidad
entre sus secuencias aminoacidicas. Muy probablemente, estas dos isoformas génicas se
originaron por procesos de duplicacién y, posteriormente, no han sufrido una diversificacidon
muy marcada. Actualmente no conocemos si ambos genes se expresan de manera diferencial
o si ambas copias se expresan de manera conjunta para aumentar asi la respuesta celular
frente a un estrés determinado, actuando como la suma de ambos productos (MTT2 + MTT4).
Ninguno de los dos genes parece tratarse de un pseudogen y al menos el gen MTT2 es
funcionalmente activo ya que su promotor ha sido utilizado en construcciones genéticas como
un promotor inducible por Cu?* (Boldrin et al., 2006).

Las isoformas MTT2 y MTT4 son claramente CuMTs ya que son incapaces de formar
complejos estables con Cd?* en un entorno intracelular y son las que presentan la mayor
afinidad por cobre (MTT2 > MTT4) de entre todas las MTs de T. thermophila (Espart et al.,
2015) (Fig. 81). En la mayoria de las cepas analizadas en este trabajo, los genes MTT2/4 se
expresan preferiblemente en presencia de Cu** y sobre todo tras los tratamientos de 1h. Tras
el tratamiento con este metal, los genes MTT2/4 suelen ocupar la primera o segunda posicion
en los rankings de induccion en todas las cepas analizadas, siendo el ranking consenso: MTT2/4
> MTT5 = MTT3 > MTT1. Sélo encontramos una excepcion en la cepa Cu-ADAP, en la que los
genes MTT2/4 se encuentran en la Gltima posicion del ranking de induccidn (Fig. 79). Esto se
puede explicar al detectar que en la cepa Cu-ADAP los niveles de expresion basal de los genes
MTT2/4 son muy elevados: = 4 veces superiores a los niveles de expresion basal del gen MTT1,
= 16 veces superiores a los del gen MTT3 y = 27 veces mayores que los del gen MTT5 en esta
misma cepa. Comparandola con la cepa control, los niveles de expresidén basal de los genes
MTT2/4 son = 18 veces superiores en la cepa Cu-ADAP. Todos estos datos nos sugieren que en
la cepa Cu-ADAP los niveles de expresidn basal para los genes MTT2/4 son tan elevados que
son suficientes para responder a la presencia del metal sin necesidad de inducirse mas. Por
todo ello, los genes MTT2/4 parecen tener un papel clave en el proceso de adaptacion al
cobre.

En las cepas KO y/o KD, los niveles de expresion basal de los genes MTT2/4 aumentan
cuando algun otro gen MT importante se ha eliminado por completo o se ha reducido su
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numero de copias. Asi, en el MTT1KO, los niveles de expresion basal de los genes MTT2/4 son
= 8 veces superiores a los observados en la cepa control y en la cepa MTT1KO+MTT5KD estos
niveles de expresion basal son = 10 veces superiores a los detectados en la cepa controly = 5
veces mayores a los de la cepa MTT5KD. Estos resultados apoyan nuestra hipdtesis sobre una
posible co-regulacién de los niveles de expresion de los genes MT entre si, que afectaria no
sélo a los genes MTT1 y MTT5 sino también al par MTT2/4. El aumento de los niveles de
expresion basal del gen MTT1 en la cepa GFPMTT1 (= 2x) supone a su vez un aumento de los
niveles de expresidon basal de los genes MTT2/4 (= 7x con respecto a la cepa control).
Igualmente, en la cepa GFPMTTS5, el aumento de los niveles de expresidn basal de gen MTT5 (=
49x) supone también un aumento de los niveles de expresion basal de los genes MTT1 y
MTT2/4 (= 5x y = 6x respectivamente con respecto a la cepa control).

Como el cobre es un metal esencial, otros mecanismos diferentes a la quelacién por
metalotioneinas podrian estar implicados en los procesos celulares de destoxificacién, como
podria ser la expulsion activa del metal a través de bombas de membrana de eflujo.
Actualmente se han descrito en el genoma macronuclear de T. thermophila 485 genes
potencialmente codificantes de transportadores de membrana para cationes metalicos (Eisen
et al., 2006) y muy probablemente algunos de ellos participen en procesos de destoxificacion
de metales.

En conclusién, y a la vista de todos los resultados obtenidos con las diferentes cepas de T.
thermophila y mas concretamente con las cepas adaptadas a elevadas concentraciones de
metal, hemos podido distinguir diferentes funciones entre estas cinco isoformas de MTs en el
ciliado T. thermophila. También se han descrito diferencias entre las MTs de otros organismos,
como en el caso de las cuatro isoformas que presenta Drosophila melanogaster, las cuales no
participan por igual en los procesos de destoxificacién de metal (Egli et al, 2006). Estas
diferentes funciones que pueden presentar las MTs vienen definidas, al menos, por su distinta
capacidad de unién al metal y por el diferente patréon de induccion de los genes MT en
respuesta a éste. En este trabajo también hemos encontrado pruebas experimentales de la
posible co-regulacion en los procesos transcripcionales entre los genes MT de T. thermophila,
destacando la interaccidn existente entre los niveles de expresion de los genes MTT1, MTT5 y
el par MTT2/4. Se puede plantear la posibilidad de que existan elementos reguladores en trans
comunes para los diferentes genes MT que podrian ser controlados, a su vez, de manera
indirecta por las propias MTs, que activarian o reprimirian la expresién de otros genes MT.
Todas estas ideas se engloban dentro de la nueva visidon que se ha dado de las MTs en los
ultimos afios, que han pasado de ser consideradas como proteinas exclusivamente implicadas
en los procesos de destoxificacion de metal a elementos celulares dinamicos relacionados con
los procesos de regulacion de la expresidn génica y que pueden afectar (en vertebrados) a la
neurotransmision o al control de enfermedades neurodegenerativas o neoplasicas (Atrian and
Capdevila, 2013). Hasta el momento no se han descrito interacciones MT-MT pero si se conoce
que las MTs son capaces de interaccionar con otras proteinas. Por ejemplo, las MTs de
mamiferos pueden interaccionar con proteinas como la GTPasa Rab3A (Knipp et al., 2005),
receptores LPR (Ambjgrn et al., 2008), la albimina de suero bovino (Quiming et al., 2005) o los
factores de transcripcidon p53 y NF-kB (Ostrakhovitch et al., 2006). Ademas, las MTs también
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pueden interaccionar de manera indirecta con otras proteinas mediante el intercambio de
iones esenciales (zinc, cobre o hierro) como por ejemplo con la ferritina (Orihuela et al., 2011),
con diferentes enzimas dependientes de zinc (Maret et al., 1999) o con factores de
transcripcién con dedos de zinc (Huang et al., 2004). Las MTs parecen tener un papel clave en
la regulacion de otras proteinas asi como en diferentes procesos celulares como el transporte
celular, la sefnalizacién, la neuroproteccién, el almacenamiento de metales esenciales, la
regulacién enzimatica y transcripcional, la destoxificacion de metales y la progresion tumoral
(Atrian and Capdevila, 2013).

C.2. Aumento reversible y especifico del nimero de copias de los genes MT como
estrategia adaptativa de la cepa Cd-ADAP de T. thermophila

Las variaciones en el nimero de cromosomas completos (aneuploidia) o regiones
subcromosémicas (aneuploidia parcial) asi como en el nimero de copias de determinados
genes pueden causar un drastico impacto sobre el ciclo bioldgico de cualquier organismo y
suelen conllevar efectos fenotipicos como consecuencia de las importantes alteraciones en los
patrones de expresion génica. Las variaciones en el nimero de copias de un gen concreto
pueden causar efectos especificos sobre un gen (cambios en la dosis génica o inestabilidad
gendmica) o efectos mas generalizados asociados a una respuesta celular de estrés (Tang and
Amon, 2013). Algunos estudios realizados en bacterias, levaduras o mamiferos indican que los
cambios en el nimero de copias de un gen pueden deberse a procesos de seleccion frente a
una situacién de estrés ambiental, que favorecen la aparicidn de células con mayores ventajas
adaptativas (Berman, 2016; Mishra and Whetstine, 2016). Por ejemplo, en Salmonella enterica
procesos de amplificacidon génica estan ligados con el desarrollo de resistencias a antibidticos
(Sun et al., 2009). Variaciones en el nimero de copias de un gen también se han asociado con
procesos adaptativos de resistencias a antifingicos (Ford et al., 2015). En el ser humano, el
numero de copias del gen de la amilasa salivar aumenta en poblaciones que presentan dietas
con un elevado contenido en almiddn (Perry et al., 2007). Estos y otros ejemplos nos indican
que, en general, los incrementos en el nUmero de copias de un gen parecen constituir una
estrategia adaptativa universal que permite responder a una gran variedad de agentes
estresantes ambientales.

En la cepa Cd-ADAP de T. thermophila hemos detectado un aumento significativo (de
aproximadamente 5 veces) del nimero de copias de los genes MTT1, MTT3 y CYCLIC, todos
ellos localizados muy préximos entre si en el mismo subfragmento cromosémico, siguiendo el
orden: 5°-CYCLIC-MTT1-MTT3-3". Concretamente, los genes MTT1 y MTT3 se encuentran
localizados a una distancia de 1,7 Kb, mientras que la distancia entre los genes CYCLICy MTT1
es de 2,7 Kb. Debido a que el genoma macronuclear de Tetrahymena esta compuesto por unas
200 moléculas de ADN subcromosémico con un tamafio de entre 100 - 1.500 Kpb (Prescott,
1994), deducimos que la amplificacién génica diferencial que nosotros detectamos en esta
cepa afecta a todo el subfragmento cromosdmico en el que se localizan estos tres genes. Esta
amplificacion supone un incremento desde valores de 1 copia/ul (que se corresponden con la
dosis cromosdmica (45n) de un macronucleo normal) hasta = 5 copias/ul (= 225n) en la cepa
Cd-ADAP.
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Esta amplificacion génica selectiva de un subfragmento cromosdmico que incluye dos genes
MT parece exclusiva de la cepa Cd-ADAP y no se han detectado fendmenos similares que
afecten a genes MT en las otras cepas adaptadas a metal. En la cepa Cd-ADAP, los niveles de
expresion basal del gen MTT1 son muy superiores a los observados en la cepa control (= 28x) o
en la cepa GFPMTT1 (= 14x), a pesar de que esta Ultima presenta un mayor nimero de copias
del gen MTT1 gracias al plasmido que se ha introducido en ella. Sin embargo, en la cepa Cd-
ADAP, el gen MTT3 muestra niveles de expresiéon basal normales, muy similares a los
calculados para la cepa control (= 1,5x). De hecho, si comparamos los niveles de expresion
basal de los genes MTT1 y MTT3 en la cepa Cd-ADAP observamos que el gen MTT1 se expresa
= 30 veces mas que el gen MTT3, mientras que esta relacién en la cepa control es de = 1,6x.
Esto parece indicarnos que el aumento en el nimero de copias de este fragmento
cromosoémico solamente supone un incremento de los niveles de expresidn basal del gen
MTT1 pero no del gen MTT3, ni probablemente de los otros genes localizados en este mismo
subfragmento. Por lo tanto, y al igual que ocurre en otros organismos (bacterias, levaduras,
plantas o mamiferos), el aumento del nimero de copias del gen MTT1 afecta de manera
proporcional a sus niveles de expresion basal, que también aumentan de manera considerable.
Sin embargo, y a pesar de que el numero de copias del gen MTT3 también estd incrementado,
sus niveles de expresidn basal se mantienen similares a los de la cepa control. Este mecanismo
de regulacidon negativa de la expresiéon génica de un gen con un mayor nimero de copias
podria equipararse al denominado "compensacién de la dosis génica", que ha sido observado
en los cromosomas sexuales de Drosophila, Caenorhabditis y mamiferos donde, a pesar del
incremento del nimero de copias de un gen, existe una regulacidon negativa (represion) de la
expresion del mismo, eliminandose asi el efecto del aumento de su dosis génica (Farslow et al.,
2015; Nguyen and Disteche, 2006; Stenberg and Larsson, 2011).

El aumento en el nimero de copias de estos genes es uno de los elementos, a nivel
gendmico, de la estrategia celular de adaptacién a las elevadas concentraciones de Cd%, ya
que las mismas células reducen progresivamente los nimeros de copias de este subfragmento
macronuclear (recuperando los valores normales de la cepa control) al eliminarse la presion
selectiva ejercida por el metal. Asi, tras mantener la cepa Cd-ADAP durante un mes sin la
presencia del metal, el nUmero de copias de los genes MTT1, MTT3 y CYCLIC se reduce de = 5
copias/ul (225n) a = 3 copias/pl (165n) (Fig. 82). Tras 7 meses sin metal se recupera el nimero
normal de copias de estos genes (= 1 copias/ul; 45n) en el macrondcleo de la cepa Cd-ADAP de
T. thermophila (Fig. 82). Finalmente, tras mantener la cepa Cd-ADAP durante 10 meses sin
metal y volverla a exponer a la MCT de Cd?* durante una semana, se observa que el nimero de
copias de estos genes vuelve a incrementarse hasta = 3 copias/ul (165n) (Fig. 82). En sdlo una
semana (que supone unas 10 divisiones celulares teniendo en cuenta el tiempo de generacion
(= 17h) de la cepa Cd-ADAP) se aumenta en 2 copias/ul el nimero de copias de este
subfragmento macronuclear e, igualmente, podemos hacer la estimacidn de que para detectar
un aumento de 1 copia/ul son necesarias unas 5 generaciones celulares. Ademas, la tolerancia
a la MCT de Cd* se mantiene durante varios meses a pesar de eliminar la presién selectiva
ejercida por el metal. Adamo y colaboradores (2012b) corroboran estos resultados al afirmar
gue cepas de levaduras tolerantes a cobre son capaces de proliferar bajo estas condiciones de
estrés tras mantenerlas durante 10 ciclos de crecimiento/re-inoculacién en un medio sin
cobre. Nuestros resultados también corroboran las conclusiones obtenidas por Chang y
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colaboradores (2013), que indican que los procesos de reorganizacion cromosémica suelen ser
muy dindmicos y reversibles ya que las duplicaciones son inestables cuando no aportan
ninguna ventaja selectiva al individuo.

La estrategia gendmica de adaptacién al Cd** en la cepa Cd-ADAP de T. thermophila se
fundamenta en una amplificacién diferencial o especifica de un fragmento subcromosémico
macronuclear que contiene el gen MTT1 (que consideramos como el principal gen involucrado
en la resistencia al Cd?*). Esta amplificacidn, a su vez, se corresponde con una sobre-expresion
del gen MTT1 en respuesta a la presencia continuada del metal. Igualmente, este mecanismo
de adaptacion gendmica es reversible y se mantiene mientras existe la situacion de estrés y
desaparece al retirar el metal del medio (Fig. 82).
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Fig. 82. Esquema-resumen de la variacidon reversible del numero de copias del subfragmento
macronuclear que contiene los genes MTT1 y MTT3 en la cepa Cd-ADAP de T. thermophila.

También debemos tener en cuenta que este aumento especifico del nUmero de copias de
estos genes MT probablemente no sea el Unico cambio genético ligado a la evolucion
adaptativa de la cepa Cd-ADAP, ya que podrian existir otros genes implicados en otros
mecanismos que también podrian sufrir cambios en su dosis génica, constituyendo un
escenario mucho mas complejo del que podriamos haber imaginado. Este tipo de mecanismo
de adaptacion gendmica (el incremento del nimero de copias de los genes MT) parece ser
exclusivo de la cepa Cd-ADAP, ya que no se han detectado cambios de este tipo en las otras
dos cepas adaptadas a metal (Cu-ADAP y Pb-ADAP), en las que la adaptacion parece estar
exclusivamente relacionada con la sobre-expresién de los genes MTT2/4 o MTT5,
respectivamente. En estas cepas no descartamos la posibilidad de que también estén
implicados otros mecanismos diferentes, como el aumento del nimero de bombas de eflujo
para el Cu®>* en la cepa Cu-ADAP o el desarrollo de sistemas mas eficientes para la
bioacumulacidn y expulsién del Pb%* en la cepa Pb-ADAP.
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Esta es la primera vez que se describe en protozoos ciliados la existencia de mecanismos de
adaptacion a estrés por metales basados en un incremento en el nimero de copias de genes
qgue codifican metalotioneinas. Sin embargo, mecanismos similares a éstos en respuesta a
diferentes agentes quimicos toxicos ambientales han sido descritos en otros organismos. En
cepas de S. cerevisiae tolerantes a cobre, el gen CUP1 (codificante de una CuMT) se encuentra
hasta 7 veces amplificado, favoreciendo asi la proteccién celular frente a las elevadas
concentraciones de metal presentes en el medio (Adamo et al., 2012b). En Candida albicans, el
aumento del numero de copias de los genes ERG11 y TAC1 confiere a este organismo la
resistencia frente a un antifungico (Selmecki et al., 2008). En definitiva, este tipo de
mecanismos permiten a las células adaptarse rapidamente a situaciones de estrés mediante
amplificaciones de determinadas regiones cromosémicas que contienen genes criticos para
llevar a cabo la respuesta celular.

Somos conscientes de la existencia de algunas preguntas que aun estan por responder,
como son: ¢Cédmo es capaz la ADN polimerasa de distinguir entre los 200 fragmentos
subcromosémicos del macronucleo de T. thermophila aquellos que contienen los genes criticos
(metalotioneinas) para responder a esta situacion de estrés y selectivamente sobre-
amplificarlos? ¢Podria estar implicado algun mecanismo epigenético en este proceso de
reconocimiento molecular? Como somos optimistas, queremos pensar que estas cuestiones
podrian ser resueltas en un futuro préximo, ya sea en nuestro grupo de investigacion o en otro
interesado en el tema.

C.3. Consideraciones sobre las cepas knockout y/o knockdown en genes MT de T.
thermophila: la creacion de nuevas isoformas de genes MT frente a la reduccién del
numero de copias de un gen MT esencial para la célula

Se ha conseguido aislar una cepa knockout (KO) estable en el ciliado T. thermophila que
afecta al gen MTT1 (cepa MTT1KO) pero, en el caso del gen MTT5, no fue posible eliminar
todas sus copias sin afectar a la viabilidad celular y, en este caso, se obtuvo una cepa
knockdown (KD) (cepa MTT5KD) que mantenia un nimero muy reducido de copias del gen
MTT5 en su macronucleo. Por esta razén, el gen MTT5 ha sido considerado como un gen
esencial para la viabilidad celular del ciliado T. thermophila. Tras consultar los trabajos
publicados sobre cepas KO y/o KD que afectan a genes MT obtenidas en diferentes
organismos, podemos concluir que hasta ahora no se conoce ninglin caso en que un gen MT
haya sido considerado como un gen esencial para la viabilidad celular. Por consiguiente, ésta
es la primera vez que un gen MT es descrito como un gen esencial. Ademas, el gen MTT5 de T.
thermophila muestra caracteristicas muy peculiares frente a los demas genes MT de ciliados,
ya que sus moléculas de ADNc contienen hasta siete potenciales sitios de poliadenilacién,
presentan un intréon en su region 3'UTR que podria tener un papel clave en la regulacién de la
vida media del transcrito y tienen regiones promotoras con una duplicaciéon en tdndem que
podria estar relacionada con los elevados niveles de expresidén de este gen en respuesta a
situaciones de estrés (Diaz et al., 2007). Por otro lado, segun los datos del microarray
mostrados en la base de datos TetraFGD (http://tfgd.inb.ac) (consultada en octubre de 2014),
el gen MTT5 presenta dos picos de sobre-expresion durante el proceso sexual de la
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conjugacion: el primero alrededor de las 8h después de que se inicie la conjugacién (periodo |
del desarrollo del nuevo macrontcleo) y el segundo tras 18h (mitosis micronuclear y division
de las células exconjugantes o periodo final de la conjugacidon). Este gen también se sobre-
expresa en una etapa inicial de la respuesta celular al estrés por inanicion. Ademads, durante la
conjugaciéon de este ciliado se pueden aislar moléculas de ARNm correspondientes al gen
MTT5 que pueden contener o no el intrén previamente mencionado en su regién 3'UTR, lo que
constituye el primer caso de splicing alternativo descrito en ciliados (Diaz et al., 2007) e,
igualmente, muestra la relevancia de este gen en el ciclo celular de este protozoo (proceso
sexual) y avala su caracter esencial.

Independientemente de que hasta ahora ningin gen MT haya sido considerado como
esencial en ninguno de los organismos estudiados, se ha constatado que todas las cepas KO
y/o KD obtenidas son mas sensibles al estrés por metales. Cepas knockout que afectan a uno
(KO simples) o dos (KO dobles) genes MT aisladas del nematodo Caenorhabditis elegans son
viables, pero mas sensibles a la presencia de cadmio (Hughes and Stiirzenbaum, 2007).
Igualmente, las cepas knockout de los genes MT de Drosophila son viables pero estériles y
altamente sensibles a la presencia de cadmio, cobre o zinc (Egli et al., 2006). Las cepas
knockout de genes MT aisladas de ratdn son también mas sensibles a la presencia de cadmio o
zinc (Klaassen and Liu, 1998).

El nimero de copias del gen MTT5 se mantiene considerablemente reducido en las cepas
MTTS5KD y MTT1KO+MTT5KD mientras éstas se encuentran constantemente expuestas a
elevadas dosis de paromomicina o cicloheximida, respectivamente. Sin embargo, esta
situacién puede revertir, recuperandose de nuevo el nimero de copias normal para el gen
MTTS5 si se retira el antibidtico correspondiente del medio de cultivo durante una semana. Este
hecho también corrobora el caracter esencial del gen MTT5, capaz de recuperar rapidamente
su numero de copias normal al eliminar la presién selectiva del medio ejercida por el
antibidtico.

En la cepa MTT5KD se detecté (mediante PCR cuantitativa) un aumento del nidmero de
copias del gen MTT1 (= 2,5 copias/ul) con respecto a la cepa control (= 1 copias/pl).
Inicialmente se pensé que, al igual que en la cepa Cd-ADAP, este aumento podia deberse a la
amplificacion diferencial del subfragmento cromosdmico que contiene los genes MTT1, MTT3
y CYCLIC. Sin embargo, en el MTT5KD se detecté un aumento exclusivamente del nimero de
copias del gen MTT1 y no de los genes MTT3 o CYCLIC, es decir, la amplificacion parecia afectar
solo al gen MTT1 y no a todo el subfragmento cromosdmico. Por ello, nos plantemos una
hipdtesis totalmente diferente a la originalmente considerada para la cepa Cd-ADAP: la
existencia de duplicaciones en tandem en el mismo cromosoma del gen MTT1. Para dilucidar
esta hipdtesis llevamos a cabo una PCR estandar utilizando cebadores especificos para el ORF
del gen MTT1. Tras el andlisis electroforético de los productos amplificados pudimos detectar
varias bandas que se aislaron y secuenciaron. Ademas del ORF del gen MTT1 original (489 pb,
incluyendo el coddn stop), se pudieron identificar otras dos nuevas isoformas génicas surgidas
probablemente por procesos de recombinacion homadloga entre dos copias del gen MTT1 (Fig.
83). Estas dos nuevas isoformas, denominadas MTT1a (321 pb) y MTT1b (150 pb, incluyendo el
codon stop), fueron aisladas tanto a partir de muestras de ADN gendmico como de ADNc
(extraido de una muestra tratada con Cd%). Por consiguiente, estas dos nuevas isoformas no
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sélo estan presentes en el genoma macronuclear de la cepa MTT5KD sino que también son
transcripcionalmente activas.

Estas dos nuevas isoformas son mas cortas que el gen MTT1 original y también son
bastante menos abundantes. Igualmente, estos nuevos genes codifican para MTs mas cortas
que la MTT1 original: la MTT1a presenta una longitud de 106 aa (= 34,5% menos que la MTT1
original) y la MTT1b tiene una longitud de 49 aa (= 70% menos que la MTT1 original). La MTT5
presenta una longitud de 99 aminoacidos (Diaz et al., 2007), que es bastante similar a la de la
MTT1a (106 aa). Sin embargo, la MTT1b (49 aa) tiene una longitud de casi la mitad con
respecto a la MTT5. El nimero total de residuos de cisteina también es mas similar entre la
MTT1a (30 Cys) y la MTT5 (24 Cys), con respecto a la MTT1 original (48 Cys), mientras que la
MTT1b (14 Cys) se separa bastante de la MTT5. Igualmente, su capacidad tedrica de unién a
metal (= 10 Cd?** para la MTTla y = 5 Cd** para la MTT1b) es mds parecida a la capacidad
tedrica de unién a metal de la MTT5 (8 Cd?*) que a la de la MTT1 original (17 Cd**) (Espart et
al., 2015). El alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de las isoformas MTT1,
MTT1la y MTT1b muestra una completa identidad entre las tres (100%). Sin embargo, la
identidad entre las nuevas isoformas MTT1a o MTT1b con la MTT5 es sélo del 48% y del 53%,
respectivamente.

Actualmente no conocemos la funcidn real de estas dos nuevas isoformas de MTs en la
cepa MTT5KD, pero podemos especular sobre ello. Quiza, y a pesar de que estas dos nuevas
isoformas (MTT1a y MTT1b) presentan una baja identidad en sus secuencias aminoacidicas con
la MTT5, éstas tienen un tamafio y un numero total de residuos de cisteinas similar a la MTT5
porque intentan reemplazarla al haberse reducido considerablemente su nimero de copias
génicas en esta cepa MTT5KD. La produccidon de novo de estas dos nuevas isoformas génicas
tiene lugar mediante la recombinacién homodloga de dos copias del gen MTT1, concretamente
entre cuatro secuencias idénticas (dos a dos) de 12 pb que estan repetidas en la ORF de la
MTT1 original (Fig. 83). La secuencia 5’'GGATGCAAATGT3" estd implicada en el proceso de
recombinacidn que da lugar a la MTT1a, mientras que la secuencia 5"GGATGTTGCTGC3’ lo esta
en la formacién de la isoforma MTT1b (Fig. 83).

El proceso de recombinacién no parece afectar a los genes MTT3 o CYCLIC (ambos muy
proximos y a ambos lados del gen MTT1), ya que su nimero de copias permanece inalterado e
igual que en la cepa control. Por esta razdn, suponemos que deben existir otros dos
sobrecruzamientos cromosdmicos para que se puedan liberar las nuevas isoformas del gen
MTT1 y queden asi separadas de los genes colindantes. Presumiblemente, estos nuevos
fragmentos macronucleares se auto-replican en el macrontcleo como el resto de los
subcromosomas, ya que estos genes se mantienen a lo largo de las sucesivas generaciones
celulares. Sin embargo, no conocemos si estas dos isoformas nuevas se mantienen en el
macronucleo cuando se retira la presion selectiva que mantiene a la cepa MTT5KD con un bajo
numero de copias del gen esencial MTT5.
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MTT1 original (489 pb)

5’ ATGGATAAAGTTAATAGCTGTTGCTGTGGTGTAAATGCTAAGCCATGCTGCACAGACCCTAACAGCGGATGTTGCTGCGTAAGTAAGACTGATAATTGCTGCAAATCTGA
CACAAAGGAATGTTGCACTGGTACAGGAGAGGGATGCAAATGTGTTAATTGCAAGTGCTGCAAACCTCAAGCAAATTGTTGCTGTGGAGTTAATGCTAAACCCTGCTGCTT
TGATCCCAATAGTGGATGTTGCTGTGTTAGTAAAACTAATAACTGTTGTAAATCTGATACTAAAGAATGCTGTACTGGTACTGGAGAAGGATGCAAATGTACAAGTTGCTA
ATGCTGCAAACCTGTTTAATAAGGATGTTGTTGTGGTGATAAAGCTAAGGCTTGCTGTACTGATCCAAACAGTGGATGTTGCTGCTCAAATAAGGCAAATAAATGCTGTGA
TGCTACTTCAAAGCAAGAGTGTTAGACTTGTTAATGTTGTAAATGA3’
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A 1 copiadel gen MITT1 (489 pb)
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ot I | |
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NuevaisoformaMTT1a (321 pb) // //
1 142 153 321

Nueva isoforma MTT1a (321 pb)

5’ATGGATAAAGTTAATAGCTGTTGCTGTGGTGTAAATGCTAAGCCATGCTGCACAGACCCTAACAGCGGATGTTGCTGCGTAAGTAAGACTGATAATTGCTGCAAATCT
GACACAAAGGAATGTTGCACTGGTACAGGAGAGGGATGCAAATGTACAAGTTGCTAATGCTGCAAACCTGTTTAATAAGGATGTTGTTGTGGTGATAAAGCTAAGGCT
TGCTGTACTGATCCAAACAGTGGATGTTGCTGCTCAAATAAGGCAAATAAATGCTGTGATGCTACTTCAAAGCAAGAGTGTTAGACTTGTTAATGTTGTAAATGA 3’

1 copia del gen MITT1 (489 pb)

I y 31

Recombinacién entre dos regiones idénticas (100% identity)

406 I GGATGTTGCTGC =12b

1 copia del gen MTT1 (489 pb)

— N

? 5 3 ?
Nuevaisoforma MTT1b (150 pb) / /- T T T T / /
1 67 78 150
Nueva isoforma MTT1b (150 pb) 1

5’ATGGATAAAGTTAATAGCTGTTGCTGTGGTGTAAATGCTAAGCCATGCTGCACAGACCCTAACAGCGGATGTTGCTGCTCAAATAAGGCAAATAAATGCTGTGATGCT
ACTTCAAAGCAAGAGTGTTAGACTTGTTAATGTTGTAAATGA3’

Fig. 83. Representacion esquematica de los procesos de recombinacion que han podido tener lugar
entre las dos copias del gen MTT1 original para dar lugar a las dos nuevas isoformas génicas MTT1a (A) y
MTT1b (B) en la cepa MTT5KD. Las regiones conservadas entre las que tienen lugar las recombinaciones
se indican en rojo y azul respectivamente.
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Las dos nuevas isoformas génicas MTT1a y MTT1b parecen ser funcionales, ya que ambos
genes se expresan en la cepa MTT5KD tras el tratamiento con Cd?* (1h). Ademas, ambos ADNc
han sido aislados y secuenciados. Sin embargo, parece que estos dos nuevos genes sélo se
expresan ante determinadas condiciones de estrés y de forma minoritaria con respecto al gen
MTT1 original. Debido al 100% de identidad que presentan las tres isoformas MTT1, no es
posible distinguirlas mediante estudios de RT-PCR cuantitativa y no podemos conocer los
niveles de expresion de cada de ellas por separado. Los ADNc de los genes MTT1a y MTT1b
presentan idénticas secuencias en sus regiones 3'UTR, que a su vez son exactas a las regiones
3'UTR del ADNc del gen MTT1 original (Diaz et al., 2007). Todas ellas presentan tres
potenciales motivos de poliadenilacidon y un Unico motivo de degradacién del ARNm.

Las CdMTs de las diferentes especies de Tetrahymena se caracterizan por presentar un
marcado patrén modular/submodular en sus secuencias aminoacidicas. Este surge como
consecuencia de la existencia de multiples repeticiones internas, que a su vez tienen entre si
una elevada identidad (> 70%). Estas regiones repetidas internas surgen por duplicaciones
intragenéticas o pardlogas, fruto de sucesivas recombinaciones. Por ello, los procesos de
recombinacidn intra- e intergenéticos en el macronucleo de ciliados probablemente son muy
frecuentes y evolutivamente favorecen la creacién de nuevas isoformas de genes MT. Un
ejemplo de ello lo hemos descrito en la especie T. malaccensis, cuyo gen TmalaMTT3
probablemente surgié a partir de la recombinacién de dos copias del gen TmalaMTT4 (de
Francisco et al., 2016). Aunque nos encontramos ante un mecanismo que podria haber sido
bastante habitual en la evolucién del genoma de Tetrahymena, la creacion de estas dos nuevas
isoformas génicas parece responder exclusivamente a la situacién de estrés que experimenta
la cepa MTT5KD, en la que se ha reducido al minimo el nimero de copias de su gen esencial
MTT5.

Se han descrito diversos cambios en el genoma (poliploidia, aneuploidia y mutaciones
puntuales) de cepas knockout de levaduras en las que no se ha afectado a genes esenciales.
Estos cambios gendmicos se consideran el resultado de una evolucion compensatoria, que
intenta restaurar el estado celular dptimo (Liu et al., 2015; Teng et al., 2013). Igualmente,
estos procesos de evolucion compensatoria se han detectado tanto en levaduras como en
bacterias después de inactivarse algunos genes esenciales (Bergmiller et al., 2012). Liu y
colaboradores (2015) han propuesto recientemente una nueva visién del concepto de gen
esencial, basado no sélo en la viabilidad celular sino también en la capacidad natural de la
célula para evolucionar y adaptarse tanto a situaciones de estrés ambiental como de estrés
genético. Estos autores identifican un tipo de genes esenciales que ellos denominan
"evolucionables" o capaces de evolucionar, cuya pérdida o reducciéon puede ser compensada
por diversos cambios en el genoma. En la cepa MTT5KD, la gran reduccion en el nimero de
copias del gen esencial MTT5 induce la creacién de dos nuevas isoformas del gen MTT1 como
un posible mecanismo de evolucién compensatoria. En cualquier caso, este tipo de mecanismo
adaptativo basado en la creacién de nuevas versiones génicas es Unico y nuevo en
comparacién con otros publicados en otros sistemas vivos.

247



Discusion

D.- FACTORES DE TRANSCRIPCION AP-1 EN Tetrahymena: RESPUESTA A
SITUACIONES DE ESTRES POR METALES PESADOS (Cd?*, Cu?+ o Pbh2+)

Ante una situacién de estrés ambiental, como puede ser la presencia de metales pesados
en el medio, se desencadenan un conjunto de respuestas especificas que permiten la
supervivencia celular. Estas respuestas generalmente implican la activacién transcripcional de
diferentes genes cuyos productos protegen a la célula frente a las condiciones de estrés. Los
factores de transcripcidon pertenecientes a la superfamilia bZIP participan en el control de
diferentes procesos celulares, tales como el crecimiento y la diferenciacidon celular o la
respuesta transcripcional al AMPc. Concretamente, los factores del tipo AP-1 (pertenecientes a
esta superfamilia bZIP) se han asociado con la respuesta celular frente a diferentes condiciones
de estrés. Por ejemplo, en algunas levaduras un incremento del nimero de copias del gen yAP-
1 permite una mayor resistencia a diferentes sustancias, tales como: la cicloheximida, el metil-
sulfometuron, la menadiona o el cadmio (entre otros metales) (Wemmie et al., 1994) asi como
a condiciones de estrés oxidativo (Billard et al., 1997). Por lo tanto, los genes AP-1 parecen
actuar como reguladores positivos de la expresidén de otros genes que actlan en los procesos
de defensa celular frente al estrés. Igualmente, también estos factores se han asociado con el
metabolismo celular basal y con el mantenimiento de la homeostasis de metales esenciales
como el zinc (Wu et al., 1993).

Los genes MT descritos en el género Tetrahymena carecen de elementos MREs (elementos
de respuesta a metales), AREs (elementos de respuesta antioxidante) o GREs (elementos de
respuesta a glucocorticoides) en sus regiones promotoras. Todos estos dominios reguladores
de la expresidn son caracteristicos de los genes MT en diversos organismos (Glnther et al,,
2012). Sin embargo, en los promotores de muchos de los genes MT descritos en las diferentes
especies de Tetrahymena se han identificado los motivos MTCM1 (Metallothionein Conserved
Motif 1) (Diaz et al., 2007; de Francisco et al., 2016; Gutiérrez et al., 2009; 2011). Estos motivos
presentan una secuencia consenso (5'GTGTGAATCATGAGT3’) muy similar a las secuencias
palindromicas de unién de los factores de transcripcion eucariotas del tipo AP-1
(5'TGA[G/CITCA3’) (Shaulian and Karin, 2002). Al igual que se ha descrito en otros organismos
como Drosophila melanogaster o Crassostrea virginica (Jenny et al., 2006), los factores de
transcripcién de la familia AP-1 podrian regular, a nivel transcripcional, la expresién de los
genes MT de Tetrahymena en respuesta a diferentes condiciones de estrés.

Tras el anadlisis de los genomas macronucleares secuenciados de cuatro especies de
Tetrahymena (T. thermophila, T. borealis, T. elliotti y T. malaccensis), hemos detectado la
existencia de cuatro factores bZIP en cada una de estas especies. Al igual que ocurre en las
levaduras Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces lactis, en las que se ha detectado la
existencia de genes AP-1 ortélogos que comparten una elevada homologia entre si, en cada
una de estas cuatro especies de Tetrahymena también existen genes bZIP que tienen su
homdlogo correspondiente en las otras tres especies, tal y como se muestra en la Tabla 44 y en
la Fig. 84. TthebZIP1 se asemeja mucho a TmalabZIP1 (95% identidad), TellibZIP1 (88%) y
TborbZIP1 (71%). TthebZIP2 presenta elevados porcentajes de identidad con TmalabZIP2
(82%), TellibZIP2 (75%) y ThorbZIP3 (58%). TthebZIP3 se parece bastante a TmalabZIP3 (94%),
TellibZIP3 (89%) y TborbZIP4 (80%) vy, finalmente, TthebZIP4 comparte sus mayores
porcentajes de identidad con TmalabZIP4 (95%), TellibZIP4 (89%) y TborbZIP2 (79%) (Tabla 44).
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Estos elevados porcentajes de identidad se reflejan en el arbol filogenético construido con
el programa MEGA 5.01 (método Neighbor Joining) (Fig. 84).
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Fig. 84. Arbol filogenético construido con las secuencias aminoacidicas de los factores de transcripcién
bZIP encontrados en las cuatro especies de Tetrahymena. Este arbol se construyd con el programa
MEGA 5.01 utilizando el método Neighbor Joining (NJ). La longitud de cada rama sigue la escala indicada
y los valores bootstrap calculados por el programa se indican en cada nodo del arbol. Tthe: T.
thermophila. Thor: T. borealis. Telli: T. elliotti. Tmala: T. malaccensis. Los recuadros rojos indican los
cuatro grupos de factores bZIP, cada uno de ellos constituido por cuatro factores bZIP, pertenecientes a
las cuatro especies de Tetrahymena. Los recuadros verdes relnen, a su vez, a dos de los recuadros rojos.

En este arbol se muestran cuatro grupos bien diferenciados, cada uno constituido por
cuatro factores bZIP que pertenecen a cada una de las especies analizadas (aquellos que
comparten entre si los mayores porcentajes de identidad). Aunque las cuatro especies
pertenecen al grupo Borealis, T. thermophila y T. malaccensis son las mas proximas
filogenéticamente hablando (riboset RSA1) y sus factores bZIP son los que muestran mayores
porcentajes de identidad al compararlos entre si; por el contrario, T. borealis es la mds distante
con respecto a estas dos (riboset RSA2) y sus factores bZIP muestran, en general, los menores
porcentajes de identidad con respecto a los demds. Ademds, los cuatro factores que
constituyen cada uno de los cuatro grupos tienen caracteristicas estructurales muy similares,
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tales como: la longitud de su secuencia aminoacidica, el nimero de exones/intrones de su
correspondiente gen o la posicién de su motivo de dimerizacidn, existiendo asi una elevada
conservacién no solo en el nimero de factores bZIP que existe en cada una de las especies (4)
sino también en sus caracteristicas estructurales. Estos cuatro grupos se agrupan a su vez dos a
dos en el arbol filogenético, reuniéndose en un grupo los factores de mayor tamafio (725-750
aa) y en otro los de menor tamafio (500-600 aa). Los productos de estos genes ortélogos
altamente conservados podrian llevar a cabo funciones similares en las diferentes especies de
Tetrahymena al igual que se ha detectado en algunas levaduras, en las que se han llevado a
cabo estudios de complementacidn utilizando cepas mutantes para los genes AP-1 y se ha
comprobado que los genes ortélogos procedentes de una especie pueden complementar la
mutacion del gen AP-1 en otra especie diferente (Billard et al., 1997).

Ademas del analisis comparativo llevado a cabo entre las diferentes isoformas bZIP de las
cuatro especies de Tetrahymena, también podemos comparar entre si las cuatro isoformas
dentro de cada una de las especies. En este caso, las cuatro isoformas bZIP dentro de una
misma especie tienen porcentajes de identidad relativamente bajos entre si (20-45%). Esto
podria corroborar la hipdtesis de que las cuatro isoformas son necesarias en cada una de las
especies y presentan funciones diferentes entre si. También se cumple que, en cada una de las
especies, las dos isoformas bZIP que muestran un mayor porcentaje de identidad son
igualmente las que tienen una mayor probabilidad de formar heterodimeros entre si (valores
previamente predichos con el programa informatico bZIP coiled-coil scoring form) vy, en las
cuatro especies, éstas se corresponden con las isoformas de mayor tamanio.

Todos los factores de transcripcion AP-1 encontrados en las cuatro especies de
Tetrahymena presentan el dominio bZIP caracteristico de esta superfamilia de factores de
transcripcidn, existiendo un alto grado de conservacion entre ellos. Sus regiones basicas, que
facilitan la unién de estos factores de transcripciéon con las moléculas de ADN, muestran
bastantes residuos conservados entre las 16 secuencias, destacandose el siguiente motivo: NR-
SA(R/Q)(N/K)(S/V)R-(R/1)KK. Las cremalleras de leucina también presentan un elevado grado
de conservacion entre las 16 isoformas de factores bZIP comparadas, aunque éste es menor al
detectado entre las regiones basicas. Las regiones ricas en leucina permiten los procesos de
dimerizaciéon (Hurst, 1995) y, probablemente, por esta razon los residuos de leucina tienden a
localizarse expuestos hacia la superficie de la proteina, favoreciéndose la asociacion de dos
mondmeros bZIP entre si y obteniéndose las conformaciones activas (homo- o heterodimeros)
que regularan la expresion de determinados genes.

Los cuatro factores bZIP descritos en T. thermophila podrian tener funciones diferentes y
probablemente complementarias en su respuesta a situaciones de estrés, tal y como muestran
los resultados obtenidos por RT-PCR cuantitativa. Los factores de transcripcion siempre actuan
en pequefias concentraciones y, en general, sus genes codificantes no suelen alcanzar niveles
de induccion muy elevados. Por tanto, pequefios cambios detectados (aunque siempre > 2)
entre las condiciones control y tras los tratamientos con metales son considerados como
significativos, ya que este ligero aumento en sus niveles de expresion les permite llevar a cabo
sus funciones bioldgicas (Kouno and Ezaki, 2012). No obstante, ante determinadas condiciones
experimentales, podemos observar incluso elevados niveles de induccion de los genes
TthebZIP, muy superiores a los esperados para factores de transcripcién. Por lo tanto, estos
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factores bZIP de T. thermophila parecen tener una gran importancia como activadores de la
expresion de genes involucrados en la respuesta a estrés inducida por metales, como son los
genes MT.

e TthebZIP1: un factor de transcripcion relacionado con la expresion del gen MTT1

En ausencia de metal, el gen TthebZIP1 presenta unos niveles de expresidon basal
moderados, ni los mas altos (como es el caso del gen TthebZIP4) ni los mas bajos (como se
observa para el gen TthebZIP3), mostrando unos valores bastante similares a los calculados
para el gen TthebZIP2 independientemente de la cepa analizada. La Unica excepcién la
encontramos en la cepa GFPMTT1, en la que los niveles de expresion basal del gen TthebZIP1
aumentan considerablemente (= 6,5x con respecto a la cepa control), siendo = 3 veces
superiores a los calculados para el gen TthebZIP2 y = 10 veces mayores a los del gen TthebZIP3.
En la cepa GFPMTT1 existe un mayor nimero de copias del gen MTT1 que se relaciona con un
aumento de sus niveles de expresién basal de aproximadamente el doble y de hasta casi 7
veces para los genes MTT2/4 con respecto a la cepa control. La elevada expresiéon del gen
TthebZIP1 en esta cepa podria requerirse para el mantenimiento de los niveles de expresion
basal de algunos de los genes MT, como podria ser el gen MTT1, que normalmente presenta
elevados niveles de expresion basal en ausencia de metal y, por lo tanto, al aumentarse de
manera artificial sus niveles de expresion basal también se detecta un aumento de los niveles
de expresion basal del gen TthebZIP1.

De igual forma, los perfiles de induccion del gen TthebZIP1 tras el tratamiento con metales
nos recuerdan un poco a los obtenidos para el gen MTT1, detectandose los mayores niveles de
expresién tras los tratamientos con Cd?* (24h) y, en determinadas cepas, también tras los
tratamientos con Pb?* (24h). En general, se obtienen mayores niveles de expresién tras los
tratamientos de 24h, lo cual podria relacionarse con unos mayores requerimientos de este
factor de transcripcidon acumulados a lo largo del tiempo. Destacan los resultados obtenidos en
las cepas MTT5KD, GFPMTTS5 y Cd-ADAP, en las que se aprecian los mayores niveles de
induccion para el gen TthebZIP1. Estas tres cepas tienen en comun el incremento de la
expresion del gen MTT1, bien mediante un mayor nimero de copias de este gen con respecto
a la cepa control (= 5x en la cepa Cd-ADAP y = 3x en la cepa MTT5KD) o bien mediante sus
mayores niveles de expresion basal (= 5x en el caso de la cepa GFPMTT5). De nuevo podemos
apreciar una posible conexidén entre los niveles de induccién del gen TthebZIP1 en respuesta a
la presencia de Cd** o Pb? y los niveles de expresién del gen MTT1 (Fig. 85).

El factor bZIP1 presenta una mayor identidad con el factor bZIP4 (36%) en tres de las cuatro
especies de Tetrahymena analizadas (Tabla 44) pero, sin embargo, la interaccién entre sus
mondmeros es bastante baja (Tabla 31) y, por tanto, la forma dimérica funcional de este factor
de transcripciéon estaria formada por dos subunidades del tipo bZIP1, constituyendo un
homodimero.
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e TthebZIP2: un factor de transcripcion frente a circunstancias puntuales de estrés

El gen TthebZIP2 presenta, al igual que el gen TthebZIP1, niveles de expresidon basal
moderados. Sin embargo, en este caso los niveles de expresién basales son bastante similares
entre las diferentes cepas analizadas, sin destacarse (de manera significativa) mayores niveles
de expresion basal del gen TthebZIP2 en ninguna de ellas.

Por el contrario, el gen TthebZIP2 es el que alcanza los mayores niveles de induccion,
principalmente tras el tratamiento con Cd* (24h) o Cu®* (24h), destacdndose picos de
expresion puntuales en determinadas cepas y ante determinados tratamientos. Su respuesta a
la presencia de metal no parece ser tan generalizada como en el caso de los otros tres factores
AP-1, ya que el gen TthebZIP2 responde de manera intensa en circunstancias concretas. Por
ejemplo, destaca su elevado nivel de induccidn (> 60x) en la cepa Cd-ADAP tras el tratamiento
con Cu?* 24h. En estas mismas condiciones, existen elevados niveles de induccién para los
genes MTTT2/4 y MTT3. También destacan los elevados niveles de induccidn del gen TthebZIP2
en las cepas Cu-ADAP y Pb-ADAP tras el tratamiento con Cd?* 24h, que a su vez coinciden con
elevados niveles de induccidn de los genes MTT5, MTT1 y MTT3. Curiosamente, este factor de
transcripcién es el Unico que se induce en la cepa Pb-ADAP tras el tratamiento con metales.
Quiza este gen TthebZIP2 responde intensamente ante situaciones de estrés frente a las que
no son capaces de responder tan eficazmente las demas isoformas TthebZIP. Podria decirse
que este gen responde exclusivamente de manera tardia (ya que casi no se induce con
tratamientos de 1h pero lo hace de forma muy intensa tras algunos tratamientos de 24h) con
el fin de reforzar la respuesta celular de aquellas cepas que se encuentran bajo mayores
condiciones de estrés (principalmente cepas adaptadas a metales y KO+KD en genes MT) o que
estan sobre-expresando de manera artificial algin gen MT. Su funcidn podria estar igualmente
relacionada con la induccién de la expresién de cualquiera de las cinco isoformas MT de T.
thermophila, activando aquella o aquellas que son mas oportunas segln cada situacion de
estrés (Fig. 85).

e TthebZIP3: un factor de transcripcion relacionado con la expresion del gen MTT5

El gen TthebZIP3 es el que muestra los menores niveles de expresidn basal
independientemente de la cepa analizada. Concretamente, al comparar unas cepas con otras,
podemos observar que los mayores niveles de expresidén basal para este gen se detectan en las
cepas MTT1KO (= 6 veces superiores a los calculados en la cepa control SB1969) y
MTT1KO+MTTS5KD (= 7x con respecto a la cepa control). Estas dos cepas tienen en comun que
en ambas se ha eliminado por completo el gen MTT1 y el gen MTT5 podria intentar suplir su
ausencia aumentando considerablemente sus niveles de expresion basal (= 8,5x y = 59,
respectivamente).

Ante la presencia de metales pesados en el medio, el gen TthebZIP3 muestra un perfil de
induccion muy similar al del gen TthebZIP1, expresandose sobre todo en repuesta a los
tratamientos con Cd®* (1 y 24h) y Pb*(24h). Ademas, en varias cepas (Cd-ADAP y MTT1KO,
principalmente) también se induce este gen tras los tratamientos con Cu?* (1 y 24h). En
general, los niveles de induccion del gen TthebZIP3 son ligeramente superiores a los obtenidos
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para el gen TthebZIP1. Su respuesta a las situaciones de estrés parece ser mds general y tiene
lugar tanto de forma temprana (tras las exposiciones de 1h) como tardia (tras los tratamientos
de 24h). Igualmente, existe una cierta conexién entre los niveles de expresion del gen MTT5 y
el gen TthebZIP3, tal y como apreciamos en la cepa Cd-ADAP (expuesta a la MCT del Cd** y tras
tratamientos de 24h), la cepa Cu-ADAP (frente al Cd?** 24h), la cepa GFPMTT5 (que sobre-
expresa el gen MTT5) o las cepas MTT5KD y MTT1KO+MTT5KD (que también sobre-expresan el
gen MTT5). Por todo ello, se podria considerar cierta conexion entre el factor de transcripcion
TthebZIP3 y la expresidon del gen MTT5 en T. thermophila, que es igualmente capaz de
responder rapidamente (como “gen de alarma”) y de forma intensa a diferentes tipos de
metales (principalmente frente al cadmio y plomo) (Fig. 85).

e TthebZIP4: un factor de transcripcion relacionado con la expresion de los genes MTT3
y MTT2/4

El gen TthebZIP4 es el que presenta los mayores niveles de expresidon basal de entre los
cuatro genes bZIP de T. thermophila, independientemente de la cepa estudiada. Por ejemplo,
en la cepa control SB1969, los niveles de expresidn basal del gen TthebZIP4 son = 6x los niveles
del gen TthebZIP1, = 5x los de TthebZIP2 y hasta = 27x los niveles de expresion basal del gen
TthebZIP3. Este perfil de niveles de expresion basal (TthebZIP4 > TthebZIP1 = TthebZIP2 >
TthebZIP3) se mantiene en todas las cepas, sugiriendo la gran importancia que tiene el gen
TthebZIP4 como regulador de la expresidn incluso en ausencia de condiciones de estrés.

Ademas de su elevada expresidon basal, este gen también se induce notablemente ante la
presencia de metales pesados en el medio, destacando su induccién principalmente tras la
exposicion a Cd?** (1y 24h) y a Cu®* (1 y 24h). Al igual que observdbamos con el gen TthebZIP3,
gue responde tanto a exposiciones de metal cortas (1h) como prolongadas en el tiempo (24h),
el gen TthebZIP4 también responde de una forma mas generalizada. El gen TthebZIP4 es el que
mas responde a la presencia de cobre en el medio y ademds lo hace de manera significativa en
la mayoria de las cepas estudiadas, no de forma puntual como ocurria con el gen TthebZIP2.
Por lo tanto, podriamos establecer una conexién entre este factor de transcripcion y la
expresion de los genes MTT2/4 y MTT3, que suelen ser los que mas responden a la presencia
de cobre en el medio.

Curiosamente, los genes TthebZIP3 y TthebZIP4, que muestran respectivamente los
menores y mayores niveles de expresidn basal, son los que tienen una mayor homologia entre
si y una mayor probabilidad de formar heterodimeros. Sus funciones parecen ser
complementarias no sélo por sus diferentes niveles de expresiéon basal sino también por sus
diferentes (y a la vez complementarios) patrones de induccidon: ambos se inducen
notablemente en presencia de cadmio pero el gen TthebZIP3 se induce mas ante los
tratamientos con plomo y el gen TthebZIP4 lo hace ante las exposiciones con cobre. Quiza los
mayores niveles de expresion basal del gen TthebZIP4 favorecen la formacién de homodimeros
pero también de heterodimeros TthebZIP4-TthebZIP3 cuando este segundo factor es
requerido (como cuando se ha de expresar el gen MTT5), sin la necesidad de que el gen
TthebZIP3 se exprese tanto en condiciones basales. Ademads, ante una situacion de estrés, la
posibilidad de formar homo- o heterodimeros aumenta la posibilidad de la respuesta celular
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pues normalmente estas dos conformaciones se relacionan con la activacidon de diferentes
genes y, por tanto, con funciones diferentes (Wisdom, 1999).

Los factores AP-1 se expresan en condiciones normales de no-estrés celular pero también
se inducen ante una gran variedad de estimulos que pueden estresar a la célula, tales como:
radiaciones ultravioleta e ionizante, estrés oxidativo, dafios en las moléculas de ADN,
reorganizaciones del citoesqueleto, etc. Incluso, en células de mamifero, la activacién de estos
factores de transcripcidn puede estar inducida por fenédmenos de despolarizacién neuronal, la
union de antigenos a los linfocitos T o B, o la deteccidn de citoquinas, haciendo de los factores
AP-1 importantes reguladores de multitud de procesos fisioldgicos (Wisdom, 1999). En las
regiones promotoras de los genes MT de T. thermophila, los motivos denominados MTCM1
(potenciales lugares de unidn de factores AP-1) estan en un nimero de copias que sigue el
siguiente ranking: MTT5 (13) >> MTT1 (6) > MTT3 (2) = MTT2/4 (2). El mayor nimero de estos
motivos (13) lo presenta el gen MTT5, cuyo promotor estd duplicado. Estas diferencias en el
nimero de motivos MTCM1 también se corresponden con los niveles de expresion de estos
genes cuando se inducen por agentes estresantes, por lo que existird una relacién
proporcional o directa con el nUmero de factores de transcripcion AP-1 que se podran unir a
sus secuencias promotoras y que seran necesarios para abrir el gen correspondiente. Por otro
lado, la capacidad de estos factores para activar a una gran variedad de genes puede deberse a
las modificaciones post-transcripcionales que éstos experimentan, a la composicién del dimero
0 a su asociacion con diferentes factores de transcripcién o proteinas que actuan como
coactivadores (Vesely et al., 2009). Por ejemplo, el factor Klyaplp descrito en Kluyveromyces
lactis se activa en presencia de H,0, mediante modificaciones post-transcripcionales como
fosforilaciones o modificaciones de su estado de oxidacion (Billard et al., 1997). Algunas
familias de factores de transcripcién que son capaces de interaccionar con los factores AP-1
son: los receptores nucleares, los factores de transcripcion Ets, las proteinas NFAT activadas
por calcineurina, las proteinas Oct y las NF-kB, entre otras (Wisdom, 1999).

Todos estos datos reflejan lo complejo que es el panorama que intentamos dilucidar y
todos los factores que deberiamos tener en cuenta. Ademas, es necesario determinar de
manera experimental si estos factores TthebZIP realmente se unen a los dominios MTCM1 de
los promotores de los genes MT de T. thermophila. No obstante, con este trabajo hemos dado
un pequeno paso mas para una mejor compresién de la regulacién de la expresién de los
genes MT en este ciliado. Igualmente, podemos afirmar que los cuatro factores AP-1 de T.
thermophila parecen tener un papel relevante (entre otros posibles) en la respuesta frente al
estrés causado por la presencia de metales pesados en el medio, asi como la posible conexidn
entre éstos y los genes MT de este ciliado. Esta conexidn la hemos reflejado graficamente en
un modelo (Fig. 85), en el que representamos un posible escenario con las principales
correlaciones entre estos factores AP-1 (bZIP) y los genes MT de T. thermophila. La mayoria de
los factores bZIP parecen formar homodimeros (bZIP1/1, bZIP2/2, bZIP3/3 o bZIP4/4), mientras
que los factores bZIP3 y bZIP4 podrian formar tanto homodimeros como heterodimeros
(bZIP3/4) con el fin de reforzar la expresion del gen MTT5 (principal gen MT involucrado en la
respuesta a estrés por metales o “gen de alarma”). Ademas, como hemos discutido
previamente, podria existir una preferencia de algunos factores bZIP por un determinado
promotor de un gen MT como, por ejemplo, el bZIP1 por el promotor del gen MTT1 (Pw1) o el
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bZIP4 por los promotores de los genes MTT3 y el par MTT2/4, aunque también podrian
interaccionar con otros. También sabemos que, cuando el gen MTT5 estd sobre-expresado, se
incrementan los niveles de expresidn de los genes MTT1y MTT2/4, lo que podria ser debido a
que la proteina MTT5 podria interaccionar con los promotores de los genes bZIP de manera
directa o indirecta incrementando su expresién, teniendo asi una funcioén adicional de inductor
de los genes bZIP.

/IK_

NIVELES BASALES

MTT1 > MTT3 > MTT2/4 > MTT5
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Fig. 85. Modelo hipotético que refleja el posible comportamiento de los diferentes factores de
transcripcion AP-1 (bZIP) y su conexidn con los promotores de los diferentes genes MT (Pwrr) de T.
thermophila, bajo diferentes condiciones de estrés por metales.

E.- POTENCIAL UTILIZACION DE LAS CEPAS ADAPTADAS A METALES EN
PROCESOS DE BIORREMEDIACION

Uno de los grandes problemas del siglo XXI es la creciente contaminacidn ambiental como
consecuencia de la industrializacion y de otras actividades de origen antropogénico. Los
metales pesados son, entre otros, algunos de los contaminantes considerados actualmente
como prioritarios y la busqueda de soluciones eficaces para su eliminacidn esta en auge. Ante
los clasicos métodos fisico-quimicos (muy costosos econdmicamente, poco efectivos frente a
concentraciones de metal inferiores a 100 mg/L y en ocasiones generadores de subproductos
dafiinos), se intentan desarrollar nuevas alternativas basadas en el uso de organismos vivos
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(procesos de biorremediacién) para la eliminacion eficaz de estos contaminantes. Existen
multiples estudios relacionados con procesos de fitorremediacién y algunas variedades de
plantas se han utilizado para la eliminacion de Co%, Zn** y Ni** en suelos contaminados. Por
ejemplo, Thlaspi caerulescens, una de las plantas hiper-acumuladoras de Cd** mas conocida, es
capaz de acumular 10,6 mg de Cd?** por cada gramo de peso seco en sus raices tras 30 dias de
exposicidn a 0,32 mM de Cd** (Nedelkoska and Doran, 2000). Sin embargo, aunque algunas
plantas son capaces de acumular grandes concentraciones de metales pesados, sus tasas de
crecimiento suelen ser bastante bajas y su viabilidad menor a la que presentarian en ausencia
de metal. Asi, los procesos de fitorremediacion suelen conllevar largos periodos de tiempo y la
generacion de una gran cantidad de biomasa vegetal que posteriormente debe incinerarse.
Por estas razones, actualmente las estrategias de biorremediacién se focalizan mas en
seleccionar microorganismos capaces de sobrevivir en medios con elevadas concentraciones
de metales pesados, que puedan retirar los cationes metalicos del medio o transformarlos en
sustancias menos toxicas de forma eficaz, segura y barata (Margesin and Schinner, 2001).

Tras obtener las cepas de T. thermophila adaptadas a metales nos planteamos su potencial
utilizacion como cepas biorremediadoras. Estas cepas son capaces de crecer en presencia de
elevadas concentraciones de metal y, ademas, los mecanismos de resistencia que han
desarrollado son el resultado de un proceso de evolucién dirigida en el que no han participado
técnicas de ingenieria genética. Concretamente, la cepa Pb-ADAP de T. thermophila presenta
una gran capacidad de eliminacién de metal ya que, en sélo 24h, se detecta una reduccién de
mas del 90% del contenido de Pb?* inicialmente presente en el medio. Por otro lado, y segin
los bioensayos realizados, la pequefia cantidad de metal no eliminada por esta cepa no supone
una toxicidad significativa para la cepa control. Esta gran capacidad de eliminacién de plomo
se debe al desarrollo de un sistema de bioacumulacién muy eficaz, en que las células Pb-ADAP
originan agregados proteina-metal que posteriormente se eliminan al medio extracelular. Al
acomplejar el plomo con la metalotioneina correspondiente, el metal ya no estd biodisponible
y, por lo tanto, ya no es téxico. Este sistema de bioacumulacidn no parece conllevar un elevado
gasto energético para la cepa Pb-ADAP, ya que ésta mantiene una tasa de crecimiento muy
similar a la mostrada por la cepa control. La cepa Pb-ADAP no es sdlo capaz de eliminar casi
por completo la cantidad de Pb? presente en el medio, sino que, bajo estas condiciones
toxicas, es perfectamente viable y mantiene un metabolismo muy activo que le permite
capturar intracelularmente el metal, inactivarlo (probablemente mediante su unién a las
metalotioneinas) y liberarlo de nuevo al medio extracelular como forma no tdxica. Todo ello,
unido a que se trata de un microorganismo adaptado (no modificado genéticamente), nos
lleva a considerarlo como un potencial agente biorremediador.

Igualmente, las cepas Cd-ADAP y Cu-ADAP también presentan cierta actividad
biorremediadora, pudiendo eliminar en 24h el 36 o el 34% del total del Cd* o del Cu®
biodisponible en el medio, respectivamente. Incluso, en el caso de la cepa Cd-ADAP, a las 48h
de exposicidn se puede alcanzar hasta un 42% del cadmio retirado del medio. Sin embargo, la
cepa Cu-ADAP pierde capacidad de retirada del metal a las 48h, ya que ésta se reduce a sélo el
11%. Esto podria deberse a la expulsion del cobre (por bombeo extracelular) sin que éste sea
previamente quelado por MTs. De hecho, los niveles de expresidn de los genes MTT2/4 decaen
considerablemente a las 24h de exposicidon en la cepa Cu-ADAP. En ambos casos, tanto la
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adaptacion al cadmio como al cobre conllevan reducciones de las tasas de crecimiento y no se
observan sistemas de bioacumulacién tan eficaces como los de la cepa Pb-ADAP. Es posible
gue en estas dos cepas estén participando también otros mecanismos de resistencia celular
diferentes al proceso de bioacumulacién, que podrian inactivar las formas téxicas del metal
pero que, en cualquier caso, reducen la cantidad de metal del medio de forma menos efectiva
a la observada en la cepa Pb-ADAP.

Los bioensayos mostrados aqui constituyen sélo una primera aproximacién sobre el
potencial uso de estas cepas adaptadas en procesos de biorremediacion ambiental de metales.
Mas analisis serian necesarios para conocer si realmente estas cepas (sobre todo la cepa Pb-
ADAP) podrian utilizarse en procesos de biorremediacién in situ, donde las complejas
condiciones ambientales podrian afectar a la viabilidad de las células y, por lo tanto, a su
capacidad biorremediadora. Ademas, generalmente en los ecosistemas contaminados con
metales existen mezclas complejas de estos contaminantes que podrian presentar sinergias
(potenciacién o antagonismo) que cambiarian la respuesta de estas células adaptadas a un
Unico metal y aun desconocemos cdmo reaccionarian nuestras cepas adaptadas y si serdn o no
eficaces en la eliminacion del metal en estas condiciones. También es importante tener en
cuenta el factor tiempo, ya que los procesos de biorremediacién podrian ser largos y, aunque
no es muy comun, en ocasiones se ha descrito la formacién de subproductos derivados de los
contaminantes originales que podrian ser también toxicos (Bamforth and Singleton, 2005).

Tras consultar la bibliografia publicada actualmente, comprobamos que existen numerosos
estudios sobre la utilizacién de diversos microorganismos (principalmente bacterias y hongos)
en diferentes procesos de biorremediacién. Entre ellos, destaca la gran capacidad de algunas
bacterias para adaptarse a las alteraciones ambientales (temperaturas altas o bajas,
condiciones extremas de pH, elevadas presiones o elevada salinidad) y su potencial utilizacion
en procesos de biorremediacidn in situ. Por ejemplo, Vibrio harveyi es capaz de bioacumular
cadmio hasta concentraciones de 23,3 mg por cada gramo de peso seco (Abd-Elnaby et al.,
2011). Otras bacterias como Enterobacter cloaceae son capaces de quelar metales pesados
mediante la secrecidn de exopolisacaridos (procesos de biosorcion), disminuyendo en un 65%
el contenido de cadmio, en un 20% el contenido de cobre y en un 8% el contenido de cobalto
presente en el medio (lyer et al., 2005). Rhodobium marinum y Rhodobacter sphaeroides
pueden eliminar determinados metales (cadmio, zinc, cobre o plomo) mediante procesos de
biosorcion y bioacumulacidon (Panwichian et al.,, 2011). Estos ejemplos muestran el gran
potencial biorremediador de algunas bacterias, capaces de biotransformar o acumular
diferentes metales pesados o biodegradar determinadas sustancias farmacéuticas, algunos
compuestos heterociclicos e hidrocarbonados y otros xenobidticos (Karigar and Rao, 2011) sin
la necesidad de desarrollar previamente ninguna manipulacién genética (Dash et al., 2013).
Los hongos también son muy versatiles y han sido considerados como potenciales agentes
biorremediadores. Por ejemplo, Cecchi y colaboradores (2017) han descrito recientemente la
gran capacidad de bioacumulacidon que presentan determinados micro-hongos aislados de
ecosistemas contaminados con plata, capaces de eliminar hasta 153 mg/L de plata tras
exposiciones a 330 mg/L. También existen numerosos trabajos que proponen el uso de
levaduras como agentes biorremediadores. Las levaduras son capaces de retirar cationes
metalicos del medio mediante procesos de biosorcion (secuestro pasivo extracelular por unién
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de los cationes a sus paredes celulares) pero sobre todo destacan en ellas los procesos de
bioacumulaciéon y destoxificacién intracelular. Por ejemplo, recientemente se han aislado
cepas de levaduras de ecosistemas contaminados con elevadas concentraciones de
manganeso que podrian ser potenciales agentes biorremediadores, ya que son capaces de
sobrevivir en estas condiciones de estrés, tienen tasas similares de crecimiento a las descritas
para la cepa silvestre y pueden acumular 4 6 5 veces mas manganeso que la cepa control (Anh
Do et al., 2016).

Existen muy pocos estudios sobre procesos de biorremediacion utilizando protistas.
Rodriguez-Zavala y colaboradores (2007) han descrito la gran tolerancia que presenta el
flagelado fotosintético Euglena gracilis al Cd* y su considerable capacidad acumuladora (24,5
pg de Cd?* por cada gramo de peso seco tras la exposicidn durante 4 dias a 0,1 mM de CdCl,),
lo que lo convierten en un potencial agente biorremediador. E. gracilis presenta una gran
plasticidad metabdlica que le permite adaptarse facilmente a los cambios ambientales y puede
ser un buen bioindicador de la contaminacion por metales pesados en ecosistemas acudticos
(Einicker-Lamas, 2002). Utilizando quistes de resistencia maduros (de mas de 3 meses de
antigiedad) procedentes del ciliado Colpoda inflata y empleando a T. thermophila como
ciliado-reportero para evaluar la biotoxicidad de la muestra, se comprobd que las
glucoproteinas de la pared quistica podrian llevar a cabo un proceso de biosorcién para
eliminar Cd* después de sélo 30 minutos de exposicidn a una concentracién de cadmio de 0,5
mg/ml, haciendo que el medio ya no fuese toxico para el ciliado reportero (Gutiérrez et al.,
2008).

En protozoos ciliados, la ausencia de pared celular en la forma vegetativa permite una
mayor sensibilidad a la presencia de contaminantes ambientales y, por tanto, una respuesta
celular mas rapida que favorece la adaptacion del microorganismo a los cambios ambientales
(Gutiérrez et al., 2011). Por esta misma razén se han utilizado ciliados para la construccion de
biosensores celulares, capaces de detectar metales tdxicos tanto en medios acudticos como
terrestres (Amaro et al., 2011; 2014; Gutiérrez et al., 2015). Las cepas adaptadas a metal de T.
thermophila fueron obtenidas mediante un proceso adaptativo sin la necesidad de aplicar
ingenieria genética, y por lo tanto pueden ser consideradas como microorganismos seguros
(GRAS: Generally Recognised As Safe).

El uso de cepas microbianas modificadas genéticamente en procesos de biorremediacion
ambiental presenta algunas ventajas, tales como: la optimizacion de la produccién de
determinadas enzimas implicadas en los procesos de destoxificacién y la activacion o represion
de determinadas rutas metabdlicas. Por ejemplo, la transformacion bacteriana con un
pldsmido conteniendo el gen merA [que codifica una mercurio reductasa que convierte la
forma toéxica del mercurio (Hg?*) en una forma menos téxica (Hg)] podria utilizarse en
procesos de biorremediacion de mercurio (De Rore et al., 1994). Actualmente, se conocen
multitud de bacterias modificadas genéticamente (Pseudomonas putida, Burkholderia spp.,
Sphingomonas desiccabilis, Ralstonia eutropha, Comamonas spp., Achromobacter spp.,
Alcaligenes spp., Rhodococcus spp. o Dehalococcoides spp.) que presentan una mayor
capacidad de biodegradacién de compuestos xenobidticos o de acumulacién y destoxificacion
de metales pesados como cadmio, mercurio, plomo, zinc o uranio, debido a la insercion de
determinados genes en sus genomas que les confieren mayores capacidades biorremediadoras
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(Singh et al., 2011). Sin embargo, el uso de cepas recombinantes en procesos de
biorremediacidn in situ también supone algunos riesgos y su liberacidn al medio ambiente estd
muy limitada. Los genes clonados pueden presentar cierta inestabilidad frente a cambios en el
habitat e igualmente podrian darse también procesos de transferencia génica horizontal que
afectasen a la microbiota autéctona. Aun no se conocen bien todas las consecuencias reales de
liberar microorganismos alterados genéticamente y, por tanto, los riesgos que pueden suponer
para la salud del ecosistema y del ser humano. Ademds de este desconocimiento, los
microorganismos modificados genéticamente normalmente se han desarrollado y testado bajo
las condiciones controladas del laboratorio sin tener en cuenta que éstas son mucho mas
complejas y cambiantes en los ecosistemas naturales (Singh et al., 2011).
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CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos podemos establecer las siguientes conclusiones
generales:

A)- Sobre las metalotioneinas del género Tetrahymena

1A- El analisis comparativo de los 42 genes que codifican metalotioneinas actualmente
aislados del género Tetrahymena junto con el gen ImMMTT2 del ciliado parasito Ichthyophthitius
multifiliis (del mismo orden - Hymenostomatida - que el género Tetrahymena) nos confirma la
subdivisién de la familia 7 (MTs de ciliados) en dos subfamilias: 7a o CdMTs y 7b o CuMTs.
Ambas subfamilias se diferencian principalmente en: a) su caracteristico patron de cisteinas, b)
la diferente proporcién entre los aminoacidos Lys y Cys, c) el marcado caracter modular de las
CdMTs, d) la asimetria existente en el uso de codones que codifican el aminodacido glutamina y
e) la induccidn preferente por Cd?* o Cu?*, respectivamente.

2A- La marcada estructura modular y submodular de las CdMTs, la elevada conservacidn de las
repeticiones de cisteina en las CuMTs vy la existencia de multiples isoformas génicas en cada
una de las diferentes especies analizadas (en ocasiones situadas muy proximas entre si dentro
del mismo subfragmento cromosémico), parecen indicar que los procesos de duplicacidén (con
o sin deleciones) y posterior divergencia génica han sido los mecanismos moleculares
implicados en la evolucion de las MTs en este grupo de ciliados. Un claro ejemplo de ello nos lo
ha mostrado T. malaccensis, donde la isoforma de CAMT TmalaMTT3 muy probablemente
surgio por un proceso de duplicacion en tandem a partir de dos copias del gen TmalaMTT4.

3A- Las MTs de Tetrahymena presentan caracteristicas Unicas en comparacién con las MTs
descritas en otros organismos, tales como: su excepcional longitud, su mayor contenido en
residuos de cisteina y su mayor capacidad de quelaciéon de metal.

4A- El andlisis comparativo de las regiones 5'y 3' UTRs de los 21 nuevos ADNc descritos en este
trabajo muestra la presencia generalizada del motivo conservado MTCM1 en las regiones
promotoras de todos ellos, lo que posiblemente esta relacionado con la regulacion de la
expresion de los genes MT mediante la intervencién de factores de transcripcién del tipo AP-1
(pertenecientes a la superfamilia bZIP).

5A- Los patrones de expresién de algunas de las nuevas isoformas de MTs de Tetrahymena
corroboran el caracter multiestrés de estas proteinas, capaces de responder principalmente a
la presencia de metales pesados en el medio pero también frente a compuestos oxidantes
como el paraquat o la menadiona, condiciones de pH acido o basico, elevadas temperaturas
(42°C) o situaciones de inanicion.

6A- El analisis in silico de las estructuras 3D de las apo-metalotioneinas de Tetrahymena nos
muestra una gran heterogeneidad estructural, destacandose isoformas con estructuras
globulares formadas por un Unico dominio, estructuras en "yo-yo" con dos regiones globulares
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conectadas entre si mediante una regidon mas lineal (tipicas de algunas MT de vertebrados) o
estructuras alargadas compuestas por uno, dos o hasta tres dominios diferenciados.

B)- Sobre el crecimiento y las caracteristicas estructurales de las cepas adaptadas a elevadas
concentraciones de metal

1B- La adaptaciéon a los metales Cd** o Cu®* implica una disminucién de la velocidad de
crecimiento de la cepa adaptada, mientras que la adaptacién al Pb%* no lleva consigo una
reduccion sustancial de la velocidad de crecimiento.

2B- Las tres cepas adaptadas a metal presentan alteraciones estructurales muy diferentes
entre si, que parecen estar relacionadas con la toxicidad del metal al que se encuentran
expuestas y/o a las estrategias adaptativas que han desarrollado para protegerse de los
mismos. En todos los casos estas alteraciones estructurales son reversibles, ya que
desaparecen cuando se retira el metal del medio y vuelven aparecer cuando se les expone de
nuevo al metal correspondiente.

3B- La adaptacién al Cd?" implica in incremento del contenido lipidico intracelular, una mas
intensa actividad autofagosémica y una mayor formacidn de mucocistos. Estos organulos
podrian también servir como un elemento adicional de biosorciéon de cadmio por la célula.

4B- La adaptaciéon al Cu?* lleva consigo un incremento en el numero de mitocondrias,
condensadas en la periferia celular.

5B- Una de las alteraciones estructurales mas espectaculares de las cepas adaptadas a metal la
muestra la cepa adaptada al Pb?, ya que acumula este metal en grandes inclusiones muy
electrodensas que, posteriormente, expulsa al exterior. La estructura fina de este material es
similar a la de algunas nanoparticulas metalicas y probablemente se trata de complejos
metalotioneina-metal.

C)- Sobre la expresion de los genes MT en diferentes cepas de T. thermophila

1C- El gen MTT1 presenta elevados niveles de expresion basal, por lo que podria tener un
papel importante (pero no esencial) en funciones basales celulares como la homeostasis de
metales. La isoforma MTT1 también es clave en la adaptacion celular al Cd** y en una rapida
respuesta celular frente al estrés causado por Cd?* y Pb? principalmente.

2C- El gen MTT5 se puede considerar un gen "de alarma" que se induce enormemente ante
una situacion de estrés y a su vez promueve la expresion de otros genes MT (como el MTT1, el
MTT2 y/o el MTT4), que también participan en los procesos de destoxificacién. Ademas, el gen
MTT5 parece tener un papel clave en los procesos de adaptacién al Pb?*.
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3C- La isoforma MTT3 presenta una afinidad intermedia entre Cd** y Cu?* y, por esta razon,
muchos autores la consideran como una MT “poco definida”. Por sus caracteristicas quimicas
(presencia de residuos de histidina) podria estar involucrada en la homeostasis del Zn?*.

4C- Las isoformas MTT2 y/o MTT4 actian como verdaderas CuMTs, por lo que tienen un papel
clave en la adaptacién al cobre.

D)- Sobre los mecanismos de adaptacion genética en las cepas Cd-ADAP y MTT5KD

1D- La adaptacion a cadmio conlleva el incremento del nimero de copias de todo el
subfragmento cromosémico que contiene los genes MTT1 y MTT3. Este proceso de
amplificacion diferencial macronuclear es relativamente rapido y reversible, sin embargo, este
incremento en el nimero de copias que afecta a estos dos genes MT sdlo se traduce en un
aumento de la expresién del gen MTT1, clave para este proceso de adaptacidon. Por
consiguiente, el gen MTT3 esta regulado negativamente de una manera similar al mecanismo
conocido como compensacion de la dosis génica, presente en otros eucariotas.

2D- El gen MTT5 es el primer gen que codifica una MT que se caracteriza como un gen
esencial, por lo que no pueden obtenerse cepas de T. thermophila que sean knockout estables
para este gen. La reduccidn del = 97% en la ploidia de este gen esencial en la cepa MTT5KD
parece que estd compensada por la creacién de al menos dos nuevas isoformas génicas de
metalotioneinas. Estas nuevas isoformas (MTTla y MTT1b) se generan mediante
recombinacidn homoéloga a partir de dos copias del gen MTT1 original y son funcionalmente
activas, capaces de sobre-expresarse en respuesta a la presencia de Cd?* en el medio. Este tipo
de mecanismo adaptativo frente a la ausencia de un gen esencial para la célula es la primera
vez que se describe en microbiologia.

E)- Sobre los factores de transcripcion posiblemente involucrados en la expresion de los
genes MT en T. thermophila

1E- En las cuatro especies de Tetrahymena analizadas (T. thermophila, T. borealis, T. elliottiy T.
malaccensis) existen cuatro factores de transcripcion bZIP altamente conservados entre si, ya
que para cada uno de los cuatro factores AP-1 existe su homdlogo en las otras tres especies.
Esta elevada conservacion evolutiva nos indica la relevancia funcional de estos factores en
estas células.

2E- Independientemente de las identidades aminoacidicas entre los cuatro factores AP-1 de T.
thermophila, la mejor capacidad tedrica en la formacion de heterodimeros estd entre bZIP4 y
bZIP3, por lo que probablemente exista una mayor tendencia a formar heterodimeros
funcionales entre ellos.

3E- El factor bZIP1 de T. thermophila podria estar relacionado con la expresidn del gen MTT1 y
con la respuesta de éste frente al estrés por Cd?* o Pb?*.
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4E- El factor bZIP2 de T. thermophila parece estar involucrado en el refuerzo puntual de la
expresiéon de genes MT en células bajo un estrés extremo.

5E- Las formas diméricas bZIP3-3 y bZIP3-4 podrian estar implicadas en la activacién de la
expresion del gen MTT5, capaz de responder de forma intensa y rapida a diferentes metales.

6E- El factor bZIP4 de T. thermophila es el que tiene niveles basales mas altos y destaca su
presencia frente al Cd?* y al Cu?*. Podria estar vinculado a la transcripcion de los genes MTT2/4
y MTT3.

7E- Por primera vez en protozoos ciliados, se presenta un modelo integrado de las posibles
funciones de los diferentes factores de transcripcién AP-1 que podrian estar involucrados en la
respuesta celular al estrés por metales.

F)- Sobre la potencial utilidad de las cepas adaptadas a metales en la biorremediacion de
estos contaminantes inorganicos

1F- Las tres cepas adaptadas a elevadas concentraciones de metal podrian ser utiles en la
biorremediacidn de los metales a los que estan adaptadas, pero entre ellas la cepa adaptada al
Pb* es la que presenta mayores capacidades para ser utilizada en procesos de
biorremediacion.

266



Introduccién
Objetivos

Material y Métodos
Resultados
Discusion

Conclusiones

Cuestiones por resolver en el futuro

Bibliografia

Anexos

267






Cuestiones por resolver en el futuro

CUESTIONES POR RESOLVER EN EL FUTURO

Todo proceso de investigacidn cientifica que descubre algo nuevo provoca inexorablemente
la formulacién de nuevas preguntas. A lo largo del presente trabajo de tesis doctoral se han
descubierto varios aspectos inéditos dentro del mundo de las metalotioneinas y, al mismo
tiempo, se han originado una serie de cuestiones que quedan por resolver asi como algunos
aspectos alin no acabados y que esperamos se respondan y/o lleven a cabo en un futuro. Las
mas importantes son las siguientes:

A)- En relacion con las cepas adaptadas a metales obtenidas en T. thermophila

1A- Dilucidar la naturaleza bioquimica de los organulos electrolicidos similares a inclusiones
lipidicas presentes en la cepa Cd-ADAP, aplicando métodos citoquimicos a nivel de microscopia
Optica-confocal fluorescente y electrénica. Opcionalmente, llevar a cabo un analisis bioquimico
del contenido lipidico de estas células y compararlas con la cepa control (no adaptada al
cadmio).

2A- Analizar la naturaleza molecular de las nanoparticulas metdlicas que se forman en las
inclusiones celulares con alta concentracion de plomo de la cepa Pb-ADAP. Estos biocomplejos
metdlicos se podran analizar por técnicas como Resonancia Magnética Nuclear o
Espectrometria de masas, metodologias que permiten un analisis estructural de compuestos
organicos u organometalicos. Este punto constituye uno de los objetivos ya establecidos en
nuestro actual proyecto de investigacion financiado (CGL2016-75494-R).

3A- Incrementar nuestro conocimiento sobre los mecanismos de adaptacidn de las tres cepas
adaptadas, lo que podria implicar: 1- Un andlisis comparativo de los niveles de expresidon de
genes codificantes de enzimas del sistema redox y 2- Un analisis comparativo de los niveles de
expresion de genes codificantes de bombas de eflujo de cationes (sobre todo en la cepa Cu-
ADAP).

4A- Completar los estudios sobre la capacidad biorremediadora de las cepas adaptadas a
metales, principalmente para la cepa Pb-ADAP. Realizacién de bioensayos en medios acuaticos
y edaficos utilizando plantulas de leguminosas.

B)- En relacién con los genes MT, los mecanismos gendmicos de adaptacion frente a metales
y a la ausencia de un gen MT esencial

1B- Intentar responder a las siguientes preguntas: ¢Cémo la ADN polimerasa identifica el
fragmento subcromosdémico que lleva los genes MTT1 y MTT3 para sobre-amplificarlo
especificamente respecto del resto del genoma macronuclear en la cepa Cd-ADAP? ¢Existe
algin mecanismo epigenético involucrado en este proceso?

2B- ¢Es reversible el mecanismo de creacion de nuevas isoformas del gen MTT1 en la cepa
MTT5KD? ¢Como sobrevive la cepa MTT1KO+MTT5KD al no poder originar estas nuevas
isoformas de la MTT1 que supuestamente sustituyen al bajo nimero de copias del gen MTT5?
é¢Dénde se localizan en el genoma macronuclear de T. thermophila estas dos nuevas isoformas
de MTT1? éPor qué el gen MTT5 es un gen esencial? ¢Qué otras funciones fundamentales
desempeiia en la célula?
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3B- ¢Como se comportaria una cepa knockout en el gen MTT3? ¢Cémo la proteina MTT5
induce la sobre-expresion de genes como MTT1 o el par MTT2/4? ¢(Existen interacciones entre
MTs y factores de transcripcion? éPor qué el gen MTT5, que es esencial para la célula, es el que
se expresa menos a niveles basales o constitutivos?

C)- En relacidn a los factores de transcripcion AP-1 de T. thermophila

1C- Dilucidar si el modelo propuesto para el comportamiento de los cuatro factores AP-1
respecto de la expresion de los genes MT es correcto.

2C- éCOmo se comportarian cepas knockout en cada uno de los cuatro factores AP-1 en
presencia y ausencia de un estrés por metal?

En resumen, estas son algunas de las preguntas bdsicas (entre otras que podriamos
plantear) que estdn pendientes de una respuesta y que, ya sea nosotros u otros
investigadores, deberiamos asumir en un futuro.
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ANEXO I. Tablas complementarias

Anexo |

Tabla Al. Parametros de las curvas estandar obtenidos en los analisis por RT-PCR y PCR cuantitativas

Especie/Cepa Gen Pendiente Eficacia (%) Y-intercept R
a-tubulina -3,644 88,10 14,044 0,997

B-actina -3,180 106,30 22,256 0,999

T. borealis TborMTT1 -3,462 94,47 17,989 0,996
TborMTT2 -3,375 97,83 17,738 0,990

TborMTT7 -3,271 102,20 16,265 0,991

a-tubulina -3,494 93,90 11,692 0,975

T. elliotti B-actina -3,668 87,40 10,024 0,989
TelliMTT6 -3,271 102,20 15,800 0,994

a-tubulina -3,212 104,80 10,713 0,993

T. americanis B-actina -3,474 94,00 15,072 0,997
TamerMTT3 -3,436 95,40 17,184 0,994

a-tubulina -3,459 94,60 12,450 0,962

T. malaccensis B-actina -3,565 90,80 18,589 0,986
TmalaMTT5 -3,577 90,40 18,876 0,982

B-actina -3,154 107,5 11,292 0,983

MTT1 -3,160 107,2 6,351 0,994

MTT2/4 -3,476 94,00 10,449 0,997

MTT3 -3,506 92,90 10,022 0,992

T. thermophila MTT5 -3,602 89,50 7,897 0,955
SB1969 CcYcLic -3,323 100 14,404 0,978
TthebZIP1 -3,666 87,40 22,405 0,999

TthebZIP2 -3,287 101,50 23,588 0,999

TthebZIP3 -3,652 87,80 24,427 0,999

TthebZIP4 -3,271 102,20 17,751 0,999

B-actina -3,558 91,00 12,449 0,986

MTT1 -3,542 91,60 11,207 0,982

T. thermophila MTT2/4 -3,562 90,90 10,998 0,979
Cu428 MTT3 -3,518 92,40 12,175 0,998
MTT5 -3,594 89,80 12,898 0,995

CcYcLic -3,739 85,10 11,190 0,996

B-actina -3,188 105,9 13,149 0,982

MTT1 -3,491 93,40 11,071 0,984

T. thermophila MTT2/4 -3,422 96,00 11,202 0,962
SB210 MTT3 -3,441 95,30 11,804 0,999
MTT5 -3,536 91,80 12,856 0,979

CcYcLic -3,637 88,40 11,264 0,995

6-actina -3,541 91,60 10,006 0,987

MTT1 -3,428 95,80 6,218 0,992

MTT2/4 -3,539 91,70 10,513 0,991

T. thermophila MTT3 -3,510 92,70 8,198 0,997
GEPMTTS MTT5 -3,479 93,80 5,507 0,985
TthebZIP1 -3,952 79,10 16,555 0,995

TthebZIP2 -3,661 87,60 17,545 0,988

TthebZIP3 -3,850 81,90 18,400 0,965

TthebZIP4 -3,340 99,20 15,687 0,979
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Especie/Cepa Gen Pendiente Eficacia (%) Y-intercept R2 1
B-actina -3,436 95,40 11,311 0,998

MTT1 -3,495 93,30 6,742 0,992

MTT2/4 -3,451 94,90 10,460 0,997

MTT3 -3,357 98,60 9,678 0,994

T. thermophila MTT5 -3,546 91,40 9,098 0,997
GFPMTT1 CYCLIC -3,693 86,60 11,430 0,978
TthebZIP1 -3,786 83,70 21,013 0,999

TthebZIP2 -3,593 89,80 18,632 0,994

TthebZIP3 -3,522 92,30 21,404 0,967

TthebZIP4 -3,462 94,50 15,695 0,970

B-actina -3,393 97,10 15,985 0,999

MTT1 -3,515 92,50 12,751 0,996

MTT2/4 -3,560 91,00 18,425 0,997

MTT3 -3,317 100,2 7,255 0,993

T. thermophila MTT5 -3,678 87,00 19,316 0,997
Cd-ADAP CYCLIC -3,729 85,40 8,944 0,996
TthebZIP1 -3,543 91,50 19,192 0,997

TthebZIP2 -3,535 91,80 23,039 0,996

TthebZIP3 -3,607 89,00 26,952 0,988

TthebZIP4 -3,499 93,10 15,266 0,979

B-actina -3,462 94,50 15,267 0,998

MTT1 -3,451 94,90 12,845 0,999

MTT2/4 -3,371 98,00 7,951 0,998

MTT3 -3,404 96,70 10,446 0,991

T. thermophila MTT5 -3,415 96,20 13,371 0,995
Cu-ADAP CYCLIC -3,563 90,80 11,366 0,991
TthebZIP1 -3,781 83,90 19,432 0,998

TthebZIP2 -3,608 89,30 20,287 0,998

TthebZIP3 -3,649 88,00 21,739 0,999

TthebZIP4 -3,131 108,7 18,327 0,998

B-actina -3,401 96,80 13,248 0,999

MTT1 -3,539 91,70 12,760 0,999

MTT2/4 -3,586 90,00 15,841 0,994

MTT3 -3,596 89,70 16,711 0,996

T. thermophila MTT5 -3,480 93,80 9,242 0,979
Pb-ADAP CYCLIC -3,496 93,20 12,135 0,993
TthebZIP1 -3,514 92,60 24,737 0,999

TthebZIP2 -3,260 102,6 22,087 0,991

TthebZIP3 -3,015 115 26,134 0,958

TthebZIP4 -3,131 108,7 18,327 0,998

B-actina -3,520 98,80 11,142 0,966

i MTT1 -3,380 97,60 14,125 0,986

T tg:_’ ;";:;’"" MTT2/4 -3,467 94,30 14,561 0,976
(-1M) MTT3 -3,531 92,00 8,210 0,991
MTT5 -3,436 95,50 7,359 0,986

CYCLIC -3,777 84,00 9,485 0,996
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Especie/Cepa Gen Pendiente Eficacia (%) Y-intercept R2

B-actina -3,521 92,30 14,140 0,984

T. thermophila MTT1 3,789 93,60 10,689 0,988
Cu-ADAP

T MTT2/4 -3,965 79,00 8,424 0,998

MTT3 -3,418 96,10 15,170 0,964

MTT5 -3,341 99,20 16,793 0,945

B-actina -3,152 107,6 13,665 0,999

T. thermophila MTT1 -3,310 100,5 9,956 0,998

Pb-ADAP MTT2/4 -3,659 88,00 15,836 0,999

(-1m) MTT3 -3,895 80,60 12,576 0,987

MTT5 -3,384 97,50 7,592 0,982

B-actina -3,661 87,60 11,194 0,975

T. thermophila MTT1 -3,628 88,60 13,328 0,946

Cd-ADAP MTT2/4 -3,777 84,00 16,227 0,985

(-6m) MTT3 -3,860 82,00 16,308 0,991

MTT5 -3,988 78,10 14,955 0,956

8-actina -3,497 93,20 14,077 0,993

T. thermophila MTT1 -3,610 89,20 12,082 0,986

Cu-ADAP MTT2/4 -3,596 90,00 12,049 0,988

(-6M) MTT3 -3,399 97,00 9,519 0,997

MTT5 -3,433 95,50 10,200 0,994

B-actina -3,350 98,80 15,775 0,948

T. thermophila MTT1 -3,187 105,9 19,879 0,997

Pb-ADAP MTT2/4 -3,675 87,00 18,302 0,975

(-6Mm) MTT3 -3,055 113,0 24,119 0,999

MTT5 -3,367 98,10 18,158 0,98

8-actina -3,353 98,70 12,975 0,995

) MTT1 -3,585 90,10 11,776 0,987

T té’:_’ Z’D"::”“ MTT2/4 3,412 96,40 11,817 0,982

(-7M) MTT3 -3,765 84,30 12,228 0,988

MTT5 -3,608 89,30 13,196 0,986

cycLic -3,252 103,0 11,535 0,996

8-actina -3,648 88,00 12,975 0,997

) MTT1 -3,356 98,60 11,776 0,985

b té'j_’ :’D"::”“ MTT2/4 3,432 95,60 11,817 0,991

(-10M) MTT3 -3,698 86,40 12,228 0,985

MTT5 -3,580 90,20 13,196 0,977

cycLIc -3,648 88,00 11,589 0,997

B-actina -3,567 90,70 12,975 0,985

T. thermophila MTT1 -3,356 98,60 11,776 0,985

Cd-ADAP MTT2/4 -3,432 95,60 11,817 0,991

(-10M + MTT3 -3,698 86,40 12,228 0,985

1 semana con Cd) MTT5 -3,580 90,20 13,196 0,977

cycLic -3,520 92,40 11,385 0,997
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Especie/Cepa Gen Pendiente Eficacia (%) Y-intercept R2 ()
B-actina -3,457 94,60 14,775 0,994

MTT2/4 -3,428 95,70 9,453 0,995

MTT3 -3,701 86,10 9,213 0,994

T. thermophila MTT5 -4,059 76,40 5,658 0,992
MTT1KO TthebZIP1 -4,749 62,40 16,283 0,995
TthebZIP2 -4,273 71,40 18,423 0,973

TthebZIP3 -4,779 61,90 18,016 0,993

TthebZIP4 -4,398 68,80 16,187 0,977

B-actina -3,592 89,90 10,963 0,987

MTT1 -3,554 91,10 5,988 0,990

MTT2/4 -3,626 88,70 10,249 0,990

3 MTT3 -3,861 81,60 10,192 0,996

T tl’\’neT’:'s'l’(’l’)h"" MTTS5 3,765 84,30 13,024 0,993
TthebZIP1 -3,361 98,40 18,833 0,991

TthebZIP2 -4,709 63,10 18,143 0,997

TthebZIP3 -4,469 67,00 19,290 0,983

TthebZIP4 -3,904 80,40 20,681 0,959

B-actina -3,280 102,8 11,972 0,996

MTT2/4 -3,632 88,50 10,093 0,990

MTT3 -3,604 89,40 12,027 0,992

T. thermophila MTT5 -3,701 86,30 7,231 0,989
MTT1KO + MTT5KD TthebZIP1 -4,099 75,40 18,532 0,999
TthebZIP2 -3,400 96,80 20,739 0,971

TthebZIP3 -3,575 90,00 21,954 0,942

TthebZIP4 -3,584 91,10 18,633 0,954

(*): coeficiente de correlacion. La eficacia (E) de la amplificacion de cada pareja de cebadores se calcula
a partir del valor de la pendiente de la curva estandar, segtin la férmula: E = 10t/pendiente)}1 np: meses,
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Tabla A2. Numeros de acceso en el GenBank (NCBI) de los genes MT de ciliados

Gen Especie Niumero de acceso
TpigMT-1 Tetrahymena pigmentosa EU420056
TpigMT-2 Tetrahymena pigmentosa AF479586
TpyrMT-1 Tetrahymena pyriformis AJO05080
TpyrMT-2 Tetrahymena pyriformis AY765220
TtheMTT1 Tetrahymena thermophila AY061892

TtheMTT1a Tetrahymena thermophila KY206888
TtheMTT1b Tetrahymena thermophila KY206889
TtheMTT2 Tetrahymena thermophila AY204351
TtheMTT3 Tetrahymena thermophila AY740525
TtheMTT4 Tetrahymena thermophila AY660008
TtheMTT5 Tetrahymena thermophila DQ517936
TrosMTT1 Tetrahymena rostrata EU627174
TrosMTT2 Tetrahymena rostrata EU627175
TtroMTT1 Tetrahymena tropicalis ABM74559
TtropMT1 Tetrahymena tropicalis F1664125
TtropMT2 Tetrahymena tropicalis F1664126
TmobMT1 Tetrahymena mobilis HQ166888
TvorMT1 Tetrahymena vorax HQ166889
ThegMT1 Tetrahymena hegewischi HQ166890
ThegMT2 Tetrahymena hegewischi HQ166891
ThegMT3 Tetrahymena hegewischi HQ166892
ThegMT4 Tetrahymena hegewischi HQ166893
TfarCuMT Tetrahymena farahensis HE820725
TborMTT1 Tetrahymena borealis KU052675
TborMTT2 Tetrahymena borealis KU052676
TborMTT3 Tetrahymena borealis KU052677
TborMTT4 Tetrahymena borealis KU167650
TborMTT6 Tetrahymena borealis KU052678
TborMTT7 Tetrahymena borealis KU052679
TborMTT8 Tetrahymena borealis KU052680
TelliMTT1 Tetrahymena elliotti KU167642
TelliMTTZ2 Tetrahymena elliotti KU167643
TelliMTT6 Tetrahymena elliotti KU167644
TelliMTT8 Tetrahymena elliotti KU167645
TmalaMTT1 Tetrahymena malaccensis KU167646
TmalaMTT2 Tetrahymena malaccensis KU167647
TmalaMTT3 Tetrahymena malaccensis KU167648
TmalaMTT4 Tetrahymena malaccensis KU167649
TmalaMTT5 Tetrahymena malaccensis KU167651
TpatMTT1 Tetrahymena patula KU167652
TpatMTT2 Tetrahymena patula KU167653
TamerMTT1 Tetrahymena americanis KU052681
TamerMTTZ2 Tetrahymena americanis KU167641
TamerMTT3 Tetrahymena americanis KU167655
ImMTTZ2 Ichthyophthirius multifiliis KU167654

Anexo |

Los 24 nuevos genes MT (la mayoria como ADNCc) descritos en este trabajo aparecen destacados en

naranja.

303



Anexo |

Tabla A3. Numeros de acceso en el GenBank (NCBI) de las secuencias de MTs de otros organismos no

pertenecientes al género Tetrahymena

Denominacién Gen/ Proteina Especie Grupo biolégico N2 acceso
en este trabajo
PaerMT MT Pseudomonas aeruginosa y-Proteobacteria EKA54082
TvulMT-NA MT-NA Thermosynechococcus vulcanus Cianobacteria CAA37832
SmtA SmtA Synechococcus Cianobacteria CAA45873
AbisMT MT2 Agaricus bisporus Hongo filamentoso EKV50732
Mmt1 Mmtl Magnaporthe grisea Hongo filamentoso AAS86162
ScerCuMT MT Saccharomyces cerevisiae Levadura AAA66061
Cup1 Cupl Saccharomyces cerevisiae Levadura NP_011922
YlipMT MT-3 Yarrowia (Candida) lipolytica Levadura Q9HFDO
MeduMT-10-Ia MT-10-la Mytilus edulis Molusco bivalvo CAA06548
CvirMT-IVB MT-IVB Crassostrea virginica Molusco bivalvo AAZ94898
HamerMT-1 MT-1 Homarus americanus Crustaceo P29499
CsapMT-1 CdMT-I Callinectes sapidus Crustaceo AAF08964
CsapMT-2 CuMT-II Callinectes sapidus Crustaceo AAF08966
DmelMT-1 MT-A Drosophila melanogaster Insecto NP_001262438
CeleMT-1 MT-| Caenorhabditis elegans Nematodo P17511
EfetMT MT Eisenia foestida Anélido P81695
SpurMT-A MTA Strongylocentrotus purpuratus Equinoideo P04734
TaesMT-1 EC-protein I/1l Triticum aestivum Planta P30569
ZmaysMT-1 MT Zea mays Planta 2118343A
AthaMT-1A MT-1A Arabidopsis thaliana Planta AEE28147
NcorMT-A MT-A Notothenia coriiceps Pez P62339
DrerMT-1 MT-1 Danio rerio Pez NP_571150
XlaeMT-A MT-A Xenopus laevis Anfibio AAB60616
HsapMT-1A MT-1A Homo sapiens Mamifero AAH29475
HsapMT-1F MT-1F Homo sapiens Mamifero AAA36213
HsapMT-2 MT-2 Homo sapiens Mamifero CAA65915
PtroMT-1X MT-1X Pan troglodytes Mamifero JAA05282
RratMT-2 MT-2 Rattus rattus Mamifero AMT2_A
MmusMT-1 MT-1 Mus musculus Mamifero EDL11119
EcabMT-1A MT-IA Equus caballus Mamifero P02800
OcunMT-2A MT-2A Oryctolagus cuniculus Mamifero AAB21306
SscroMT-1C MT-IC Sus scrofa Mamifero P79376
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Tabla A4. Numeros de acceso en el GenBank (NCBI) de los ARNr 18S de aquellas especies de
Tetrahymena en las que se ha descrito alguna MT

Grupo filogenético (riboset) Especie N2 acceso del ARNr 18S
T. malaccensis M26360
Borealis (RSA1) T. thermophila M10930
T. farahensis HE820726
T. borealis M98020
T. elliotti EF070246
Borealis (RAS2) T. mobilis AF364040
T. rostrata AF364042
T. tropicalis X56168
Borealis (RSB) T. pyriformis X56171
T. vorax AF364038
T. americanis EF070242
Australis (RSC) T. hegewischi X56166
T. patula X56174
T. pigmentosa M26358

Tabla A5. Nimeros de acceso en el GenBank (NCBI) o en las bases de datos de Tetrahymena de los
posibles genes codificantes de factores de transcripcién pertenecientes a la superfamilia bZIP

Especie Nombre asignado al factor de N2 acceso
transcripcion
TthebZIP1 TTHERM_00442410
T. thermophila TthebZIP2 TTHERM_00245720
TthebZIP3 TTHERM_00442930
TthebzIP4 TTHERM_ 00349090
TborbZIP1 EI9_12572.2
T. borealis TborbZIP2 EI9_09817.1
TborbZIP3 EI9_00516.1
TborbZIP4 EI9_12630.1
TmalabzIP1 EIA_12351.2
T. malaccensis TmalabZzIP2 EIA_03662.2
TmalabZzIP3 EIA_12297.2
TmalabZIP4 EIA_09172.2
TellibzIP1 El7_15490.3
T. elliotti TellibZIP2 EI7_01112.3
TellibzIP3 El7_15548
TellibZIP4 EI7_14928.3
Homo sapiens FOS CAG47063
Caenorhabditis elegans FOS-1 NP_001033481
Mus musculus JUN-B NP_032442
Rattus norvegicus ATF3 NP_037044
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Tabla A6. Anilisis in silico de similitud estructural entre todas las CdMTs conocidas en el género
Tetrahymena con proteinas de diferentes organismos cuya estructura tridimensional ha sido obtenida
experimentalmente

Ne
Longitud aa Proteinas con las que el programa encuentra cierta similitud estructural
CdMT modelados . . . -
total (aa) (%)* (C: cobertura del alineamiento; ID: porcentaje de similitud estructural)
0
TpigMT-1 118 0 (0%) No se encuentran proteinas similares
MT-1 de Homarus americanus (langosta americana) Crustacea. (C: 11%; ID: 62%)
TpyrMT1 107 0 (0%) MT-A Strongylocentrotus purpuratus (erizo de mar purpura) Echinoidea (C: (8%; ID: 60%)
MT-I de Callinectes sapidus (Cangrejo azul). Crustacea. (C: 11%; ID: 54%)
Proteina de adhesidn celular: integrina beta-2. H. sapiens. Vertebrata. (C: 95%; ID: 14%)
0,
TpyrmT2 181 173 (36%) Proteina de sefializacién: jagged-1. H. sapiens. Vertebrata. (C: 80%; ID: 10%)
Proteina de sefializacién: interaccion con hedgehog. H. sapiens. Vertebrata. (C: 40%; 1D:19%)
0,
TtheMTT1 162 158 (98%) Proteina estructural: fibrilina-1. H. sapiens. Vertebrata. (C: 72%; ID: 14%)
Jagged-1 (protein-binding). H. sapiens. Vertebrata. (C: 92%; ID: 12%)
0,
TtheMTT3 162 150 (93%) Proteina estructural: fibrilina-1. H. sapiens. Vertebrata. (C:80%; ID: 16%)
_ H q . o/ . . 0,
TtheMTTS 99 0(0%) MT-1 de Homarus americanus (langosta americana) Crustacea (C: 12%; ID: 38%)

MT-I de Callinectes sapidus (Cangrejo azul). Crustacea. (C: 12%,; ID: 38%)

TrosMTT1 113 0 (0%) MT-1 de Homarus americanus (langosta americana) Crustacea. (C: 10%; ID: 54%)

Proteina de sefializacion: interaccion con hedgehog. H. sapiens. Vertebrata. (C:33%; ID:19%)

0,
TtroMTT1 156 96 (62%) Proteina de sefalizacion: Factor de inhibicion 1 de Wnt. H. sapiens. Vertebrata. (C:60%; ID: 21%)
Proteina de sefializacion: interaccién con hedgehog. H. sapiens. (C:30%; 1D:15%)
0
TmobMT1 172 146 (85%) Proteina de sefializacion: Factor de inhibicion 1 de Wnt. H. sapiens. Vertebrata. (C: 31%; ID: 22%)
{ - fihrili _ i . 0/ . . 0,
TvorMT1 169 163 (97%) Proteina estructural: fibrilina-1. H. sapiens. Vertebrata. (C: 80%; ID: 16%)

Proteina de union: netrina-1. H. sapiens. (C:96%; 1D:18%)

ThegMT1 122 0 (0%) No se encuentran proteinas similares

Proteina de sefializacion del tipo delta. H. sapiens. Vertebrata. (C: 94%; ID: 18%)

2 191 181 9
ThegMT 9 81 (95%) Factor de coagulacidn Vlla (EGF-Laminina). H. sapiens. Vertebrata. (C: 22%; ID: 7%)
Proteina estructural: fibrilina-1. H. sapiens. Vertebrata. (C: 78%; ID: 14%)
0
ThegMT3 178 131 (74%) Proteina de sefalizacion: Factor de inhibicion 1 de Wnt. H. sapiens. Vertebrata. (C:40%; ID: 15%)
i 1A . ini H . o/ . . 0,
ThegMT4 193 189 (98%) Proteina de adhesién celular: laminina. H. sapiens. Vertebrata. (C: 93%; 1D:12%)

Proteina de sefializacién tipo delta. H. sapiens. Vertebrata. (C: 91%; ID: 14%)

ThorMTT1 113 0 (0%) MT-1 de Homarus americanus (langosta americana) Crustacea. (C: 10%; ID: 54%)

Proteina de sefializacién: interaccion con hedgehog. H. sapiens. Vertebrata. (C: 34%; 1D:14%)

TbhorMTT2 163 130 (80 , T .
or (80%) Proteina estructural: fibrilina-1. H. sapiens. Vertebrata. (C: 91%; ID: 13%)
. Proteina de sefializacion: Factor de inhibicion 1 de Wnt. H. sapiens. Vertebrata. (C:51%; I1D: 20%)
TelliMTT1 154 81 (53% , .. . .
el (53%) Proteina de union del tipo delta. H. sapiens. Vertebrata. (C: 45%; ID: 14%)
. Proteina de sefializacion: interaccion con hedgehog. H. sapiens. Vertebrata. (C:42%; ID:16%)
TelliMTT2 145 140 (97%
el (97%) Proteina de sefializacion: Factor de inhibicion 1 de Wnt. H. sapiens. Vertebrata. (C:72%,; 1D: 20%)
MT-1 de Homarus americanus (langosta americana) Crustacea. (C: 21%,; ID: 50%)
TamerMTT1 106 0 (09 ; . i
amer (0%) MT-I de Callinectes sapidus (Cangrejo azul). Crustacea. (C: 11%; ID: 62%)
Proteina de adhesidn celular: integrina beta-2. H. sapiens. Vertebrata. (C: 79%; ID:12%)
T MTT2 157 125 (80% , . .
amer (80%) Proteina estructural: fibrilina-1. H. sapiens. Vertebrata. (C: 75%; ID: 13%)
Proteina de sefializacién: Factor de inhibicion 1 de Wnt. H. sapiens. Vertebrata. (C:75%; ID: 20%)
TmalaMTT1 162 139 (86%
maia (86%) Proteina de sefializacion: interaccion con hedgehog. H. sapiens. Vertebrata. (C:38%; ID:26%)
Proteina de sefializacion: Factor de inhibicion 1 de Wnt. H. sapiens. Vertebrata. (C:93%; ID: 23%)
TmalaMTT2 162 100 (62% , N .
maa (62%) Proteina estructural: fibrilina-1. H. sapiens. Vertebrata. (C: 89%; ID: 11%)
Proteina de sefializacion: Factor de inhibicion 1 de Wnt. H. sapiens. Vertebrata. (C:44%; I1D: 15%)
TmalaMTT 9
maia 3 179 80 (45%) Proteina perteneciente a la superfamilia EFG/laminina. H. sapiens. Vertebrata. (C:21%; I1D: 18%)
TmalaMTT4 99 0 (0%) MT-1 de Homarus americanus (langosta americana) Crustacea. (C: 12%,; ID: 38%)
Dominio de unién a heparina del factor de crecimiento del endotelio vascular. H. sapiens.
TpatMTT1 117 0 (0%) Vertebrata. (C: 7%; ID: 30%)
Receptor de la Tyr-protein-kinasa erbb-2. H. sapiens. Vertebrata. (C: 67%; ID: 8%)
It P . ini - i . o/ . . )
TpatMTT2 148 133 (90%) Proteina de adhesién celular: dominio del-1 egf. H. sapiens. Vertebrata. (C: 74%; ID: 14%)

Proteina de sefalizacidn: Factor de inhibicion 1 de Wnt. H. sapiens. Vertebrata. (C:71%; ID: 13%)

(*) Se indica el numero y el porcentaje (entre paréntesis) de aminoacidos de cada secuencia que el
programa Phyre2 es capaz de modelar con una confianza superior al 90%. También se muestran las
proteinas con las que el programa detecta una mayor similitud estructural, indicandose el porcentaje de
la secuencia alineada (cobertura: C) y su porcentaje de identidad (ID). Las nuevas CdMTs descritas en
este trabajo aparecen en naranja.
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Tabla A7. Analisis de similitud estructural entre todas las CuMTs conocidas en el género Tetrahymena
con proteinas de diferentes organismos cuya estructura tridimensional ha sido obtenida
experimentalmente.

N2 aa
modelados
(%)*

Longitud
total (aa)

Proteinas con las que el programa encuentra cierta similitud estructural

CuMT " . A AR
(C: cobertura del alineamiento; ID: porcentaje de similitud estructural)

Factor de coagulacién IXa de Sus scrofa (jabali). Vertebrata. (C: 80%; ID: 28%)

o
TtropMT1 100 90 (90%) Hidrolasa/inhibidor de hidrolasa (factor IXa) de Sus scrofa. (C: 89%; ID: 24%)

Hidrolasa/inhibidor de hidrolasa (factor IXa) de Sus scrofa. (C: 79%; ID: 25%)

0,
TtropMT2 108 106 (99%) Factor de coagulacién IXa de Sus scrofa (jabali). Vertebrata. (C: 69%,; ID: 28%)

Factor de coagulacién IXa de Sus scrofa (jabali). Vertebrata. (C: 86%; ID: 20%)

0
TfarCumT 108 98 (91%) Proteina de adhesion celular: trombospondina-2. H. sapiens. Vertebrata (C: 89; 1D: 23%)

MT-1 de Triticum aestivum (Trigo). Poaceae. (C: 34%; ID: 32%)

MT-2 de Rattus rattus (rata negra). Vertebrata. (C: 17%; ID: 56%)

MT-1 de Mus musculus (ratén casero). Vertebrata. (C: 17%; ID: 50%)

MT-2 de Homo sapiens. Vertebrata. (C: 17%; ID: 56%)

MT-2A de Oryctolagus cuniculus (conejo comun). Vertebrata. (C: 17%; ID: 50%)

MT-2 de Rattus rattus (rata negra). Vertebrata. (C: 38%; ID: 43%)

MT-A de Notothenia coriiceps (bacalao antartico). Vertebrata (C:26%; 1D:42%)

MT-A Strongylocentrotus purpuratus (erizo de mar purpura) Echinoidea. (C: 26%; 1D: 38%)

TpigMT-2 %6 0 (0%)

NH,- Factor X de Bos taurus (vaca o toro). Vertebrata. (C: 33%; ID: 27%)

o
TtheMTT2 108 97 (90%) Factor de coagulacién Vlla de Homo sapiens. Vertebrate. (C: 34%; ID: 29%)

Factor de coagulacién IXa de Sus scrofa (jabali). Vertebrata. (C: 84%; ID: 19%)

()
TtheMTT4 108 101 (94%) Hidrolasa/inhibidor de hidrolasa (factor IXa) de Sus scrofa. (C: 71%,; ID: 21%)

MT-1 de Triticum aestivum (Trigo). Poaceae. (C: 16%,; ID: 57%)

MT-2 de Rattus rattus (rata negra). Vertebrata. (C: 21%; ID: 50%)

MT-1 de Mus musculus (ratén casero). Vertebrata. (C: 21%; ID: 44%)

78 0 (0%) MT-2 de Homo sapiens. Vertebrata. (C: 21%; 1D: 50%)

MT-2A de Oryctolagus cuniculus (conejo comun). Vertebrata. (C: 21%; I1D: 44%)
MT-A de Notothenia coriiceps (bacalao antartico). Vertebrata. (C: 32%; ID_ 38%)
MT-1 de Homarus americanus (langosta americana) Crustacea. (C: 28%; 1D: 52%)

TrosMTT2

Factor de coagulacién IXa de Sus scrofa (jabali). Vertebrata. (C: 80%; ID: 20%)

T MTT. 9
amer 3 107 107 (100%) Activador de plasminégeno de Homo sapiens. Vertebrata. (C: 47%; I1D: 27%)

Hidrolasa/inhibidor de hidrolasa (factor IXa) de Sus scrofa. (C: 79%; ID: 25%)

T laMTT5 1 ¥
mata 08 97 (90%) NH,- Factor X de Bos taurus (vaca o toro). Vertebrata. (C: 35%; ID: 26%)

Proteina homdloga a notch 1. Homo sapiens. Vertebrata. (C: 92%; ID: 15%)

9
ThorMTT3 158 158 (100%) Proteina de adhesién celular: integrina beta-2. H. sapiens. Vertebrata. (C: 98%; ID: 19%)

MT-1 de Triticum aestivum (Trigo). Poaceae. (C: 21%,; ID: 57%)

MT-2 de Rattus rattus (rata negra). Vertebrata. (C: 28%; ID: 50%)

MT-1 de Mus musculus (ratén casero). Vertebrata. (C: 28%; ID: 44%)

MT-2 de Homo sapiens. Vertebrata. (C: 28%; ID: 50%)

MT-2A de Oryctolagus cuniculus (conejo comun). Vertebrata. (C: 28%; ID: 44%)

MT-2 de Rattus rattus (rata negra). Vertebrata. (C: 28%; ID: 50%)

MT-1 de Homarus americanus (langosta americana) Crustacea.(C: 36%; ID: 52%)
MT-A de Notothenia coriiceps (bacalao antartico). Vertebrata. (C: 41%; ID: 31%)

MT-I de Callinectes sapidus (Cangrejo azul). Crustacea. (C: 16%; ID: 45%)

MT-A (dominio beta) del Strongylocentrotus purpuratus. Echinoidea. (C: 28%; ID: 44%)

TborMTT4 60 0 (0%)

Factor de coagulacién Vlla de Homo sapiens. Vertebrata. (C: 23%; ID: 26%)

9
ThorMTT6 158 158 (100%) NH,- Factor X de Bos taurus (vaca o toro). Vertebrata. (C: 23%; ID: 21%)

Factor de coagulacién Vlla de Homo sapiens. Vertebrata. (C: 24%; ID: 26%)

TborMTT7 9
or 149 140 (94%) NH,- Factor X de Bos taurus (vaca o toro). Vertebrata.(C: 24%; ID: 24%)

MT-1 de Triticum aestivum (Trigo). Poaceae. (C: 16%; ID: 57%)

MT-2 de Rattus rattus (rata negra). Vertebrata. (C: 21%; ID: 50%)

MT-1 de Mus musculus (ratén casero). Vertebrata. (C: 21%; ID: 44%)

MT-2 de Homo sapiens. Vertebrata. (C: 21%; 1D: 50%)

TborMTT8 78 0 (0%) MT-2A de Oryctolagus cuniculus (conejo comun). Vertebrata. (C: 21%; I1D: 44%)
MT-A de Notothenia coriiceps (bacalao antartico). (C: 32%; ID: 38%)

MT-2 de Rattus rattus (rata negra). Vertebrata. (C: 21%; ID: 50%)

MT-1 de Homarus americanus (langosta americana) Crustacea. (C: 28%; ID: 52%)
MT-I de Callinectes sapidus (Cangrejo azul). Crustacea. (C: 12%; 1D: 45%)

Receptor: proteina homdloga a notch 1. Mus musculus. Vertebrata. (C: 23%; ID:25%)

1 0
TelliMTTe 148 139 (94%) Proteina de adhesién celular: dominio del-1 egf. H. sapiens. Vertebrata. (C: 83%; 1D:14%)

MT-1 de Triticum aestivum (Trigo). Poaceae. (C: 14%; ID: 64%)

MT-1 de Mus musculus (ratén casero). Vertebrata. (C: 18%; ID: 50%)

MT-2 de Rattus rattus (rata negra). Vertebrata. (C: 18%; ID: 44%)

MT-2 de Homo sapiens. Vertebrata. (C: 18%; ID: 44%)

MT-2 de Rattus rattus (rata negra). Vertebrata. (C: 42%; ID: 50%)

MT-A de Notothenia coriiceps neglecta (bacalao antartico). (C: 27%; ID: 42%)
MT-2A de Oryctolagus cuniculus (conejo comun). Vertebrata. (C: 18%; ID: 44%)
MT-1 de Homarus americanus (langosta americana) Crustacea. (C: 28%; ID: 58%)

TelliMTT8 90 0 (0%)

Proteina homdloga a notch 1. Homo sapiens. Vertebrata. (C: 83%; ID: 23%)

o
ImMTT2 167 167 (100%) Proteina de adhesién celular (dominos EGF) de Homo sapiens. (C: 82%; ID: 20%)

(*) Se indica el numero y el porcentaje de aminoacidos (entre paréntesis) de cada secuencia que el programa
Phyre2 es capaz de modelar con una confianza superior al 90%. También se muestran las proteinas con las
que el programa detecta una mayor similitud estructural, indicdndose el porcentaje de la secuencia alineada
(cobertura: C) y su porcentaje de identidad (ID). Las nuevas CuMTs descritas en este trabajo aparecen en
naranja. 307
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Tabla A10. Calculo del nimero de copias/pl de cada uno de los genes codificantes de MTs en diferentes

cepas de T. thermophila

Cepa ‘ Gen MTT1 MTT3 MTT5 MTT2/4 cycLic B-actina
Control (SB1969) 1,13+ 0,02 0,98+0,03 | 1,12+0,02 | 2,33+0,09 | 1,21+0,03 | 0,76+0,03
Control (CU428) 1,06 £ 0,04 1,29+0,03 | 0,72+0,02 | 2,26+0,06 | 1,57+0,04 | 0,77 £0,02
Control (SB210) 1,45 £ 0,06 1,38+0,03 | 0,81+0,02 | 2,19+0,06 | 1,79+0,02 | 0,54 +£0,02

GFPMTT1 1,21 £ 0,02 1,13+0,02 | 0,55+0,02 | 1,92+0,04 | 1,31+0,02 | 0,77 £0,02
Cd-ADAP 5,30 + 0,07 535+0,08 | 0,75+0,02 | 2,26+0,05 | 5,94+0,07 | 1,01%0,02
Cd-ADAP (-1M) 2,60 £ 0,06 2,69+0,01 | 091+0,02 3,09+0,05 | 2,95+0,03 0,89 + 0,02
Cd-ADAP (-7M) 1,33+0,03 1,29+0,02 | 0,670,013 | 2,17+0,06 | 1,44+0,01 0,6 £0,02
Cd-ADAP (-10M) 1,02 £0,01 1,62+0,03 | 0,88+0,02 | 2,36+0,04 | 1,46+0,01 | 0,76 £0,01
:csl-eﬁ?:‘: (;:“éld; 2,86 + 0,02 29+0,01 | 0,68+0,003 | 2,28+0,01 | 3,38+0,01 | 0,8+0,0,15
Cu-ADAP 0,81+0,01 1,5+0,02 1,08+0,01 | 2,49+0,09 | 1,38+0,03 | 0,94+0,03
Pb-ADAP 1,4 +0,03 1,39+0,01 | 0,67+0,02 | 2,75+0,07 | 1,24+0,04 | 1,12+0,03
MTT1KO 0,0005 * 0,00003 1,12+0,03 | 0,63 +0,02 1,81+0,06 | 1,34+0,05 1,06 + 0,04
MTT5KD 2,64 £0,03 1,04+0,009 | 0,01+0,0001 | 2,57+0,01 | 1,5+0,02 0,91 +0,02
MTT1KO + MTT5KD 0,001 + 0,00008 0,69+0,01 | 0,07 +0,001 | 1,92+0,02 | 1,2 0,005 0,8+0,02
MTT5KD (1 semana sin Pm) 2,32 £0,05 1,16 £0,03 | 0,55+0,02 | 2,16 +0,05 0,93 £0,02
MTT1KO+MTTSKD 0,00009 +0,000004 | 0,92+0,01 | 0,610,009 | 1,6 +0,005 0,95 + 0,008

(1 semana sin CHX)

Los genes de la B-actina y CYCLIC (TTHERM_00241620) se utilizan como controles internos del
experimento. El nimero medio de copias/ul para cada gen en cada una de las cepas analizadas se

calcula utilizando la siguiente ecuacién: Ct = slope x log (number of copies/pul) + y-intercept. Cada valor

indicado en esta tabla se corresponde con el valor medio del nimero de copias/pl * la desviacidn

estandar y se obtienen a partir de al menos cuatro experimentos independientes. En rojo se indican los

valores que muestran diferencias estadisticamente significativas (p<0,01) respecto de la cepa control

SB1969.
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Tabla A11. Valores de induccidon relativa obtenidos por RT-PCR cuantitativa para los cuatro genes

codificantes de factores de transcripcion AP-1 en T. thermophila

Gen TthebZIP1

Cepa Tratamiento Cd 1h Cd 24h Cu1lh Cu 24h Pb 1h Pb 24h MCT
Control SB1969 2,06 £0,59 2,84+0,70 2,00+0,36 1,58 +0,31 1,19+£0,20 5,7+0,39 -
Cd-ADAP 1,52+0,62 4,92 +0,28 2,68+0,14 2,21 +0,29 0,07 £ 0,02 0,60 £ 0,05 5,48 £ 0,48
Cu-ADAP 2,68 £ 0,62 2,90 £ 0,68 0,80+0,16 0,44 +0,10 0,01 £ 0,004 0,15+0,04 0,46 £ 0,07
Pb-ADAP 0,38 £0,03 0,46 £ 0,085 0,38 £0,02 1,004 £ 0,15 0,10+ 0,01 0,04 £ 0,002 0,26 £ 0,09
GFPMTT5 2,70 £ 0,32 7,44 +1,37 1,14 £ 0,085 2,71+0,42 0,15 £ 0,004 2,32+0,32 -
GFPMTT1 1,16 £ 0,25 1,37 +£0,27 0,67 £0,10 0,59+0,15 0,01 £ 0,002 0,30+ 0,06 -
MTT1KO 3,18 £ 0,08 1,63+£0,13 1,69+0,25 3,03+0,22 1,99 +£0,27 1,46 £ 0,45 -
MTT5KD 15,18 + 2,98 17,97 +5,50 1,09+0,11 4,47 +0,89 1,11+£0,03 9,37 +1,49 -
MTT1KO+MTT5KD 1,06 £ 0,09 1,90+0,12 0,91 £0,06 1,15+0,14 1,11+0,18 2,26 £0,24 -
Gen TthebZIP2
Cepa Tratamiento Cd 1h Cd 24h Cu1lh Cu 24h Pb 1h Pb 24h MCT
Control SB1969 1,04 £ 0,33 2,19+0,40 1,20+0,24 0,99+0,13 0,96 £0,17 5,37 +0,45 -
Cd-ADAP 1,01+0,39 2,45+0,13 2,30+ 0,05 63,43 +7,36 0,81+0,3 2,05+0,16 1,12+0,13
Cu-ADAP 1,77 +£0,42 16,70 £ 4,01 0,85 +0,13 0,28 + 0,05 0,11+0,03 0,29+ 0,04 0,35+ 0,06
Pb-ADAP 1,78 £0,10 35,03 £ 5,96 2,75 +0,26 0,27 £ 0,04 3,53+0,21 0,91+0,03 0,90+0,34
GFPMTT5 2,91+0,61 8,25+1,79 1,91+0,26 0,89+0,18 0,79+0,13 1,87+0,44 -
GFPMTT1 1,54+ 0,36 15,01 + 2,48 3,77 £ 0,32 0,78 £0,24 0,15 + 0,007 1,42 +0,31 -
MTT1KO 2,81+0,31 2,95 + 0,07 1,29+0,21 3,69 +0,27 3,12+0,40 1,30+0,40 -
MTT5KD 0,84+ 0,15 1,02+0,30 0,61+ 0,06 1,06 £ 0,24 0,65 + 0,001 0,84+0,14 -
MTT1KO+MTT5KD 1,06 £ 0,08 8,06 +0,41 1,02 £ 0,07 0,96 £ 0,12 1,05 0,06 2,18 £0,19 -
Gen TthebZIP3
Cepa Tratamiento Cd 1h Cd 24h Cu1lh Cu 24h Pb 1h Pb 24h MCT
Control SB1969 2,10+£0,70 2,68 £0,49 1,44 +0,33 1,44 + 0,35 1,17+0,40 8,25+ 0,64 -
Cd-ADAP 1,55+0,46 9,29 £ 0,61 4,97 +1,78 2,23+0,51 0,27 £ 0,08 2,08 £0,30 4,55 +1,28
Cu-ADAP 3,61+0,87 7,21+1,82 1,05+0,14 0,84 + 0,15 0,08 + 0,02 0,35+ 0,04 0,62 + 0,09
Pb-ADAP 0,44 + 0,05 1,30+0,36 0,49+0,03 0,68+0,17 0,25+0,01 0,12 + 0,05 0,38+0,14
GFPMTT5 5,99 £ 1,06 6,32+0,84 1,66 £ 0,36 2,20+0,48 0,34 £ 0,02 2,21 +0,45 -
GFPMTT1 2,46 £ 0,59 1,42 +0,34 0,20+0,03 0,62+0,13 0,07 £ 0,02 0,43 £0,08 -
MTT1KO 2,40 + 0,06 2,69 + 0,06 1,23+0,20 2,60+0,18 2,10+ 0,27 1,76 £ 0,54 -
MTT5KD 5,56 + 0,97 6,33+1,76 1,03 £ 0,09 3,33+0,66 0,88 + 0,09 3,45+ 0,55 -
MTT1KO+MTT5KD 1,10+ 0,07 7,10 £ 0,35 0,63+0,03 2,27 £0,29 0,95+ 0,02 3,40+0,30 -
Gen TthebZIP4
Cepa Tratamiento Cd 1h Cd 24h Cu1lh Cu 24h Pb 1h Pb 24h MCT
Control SB1969 2,15 + 0,96 2,39+0,36 2,2+0,12 4,55 +0,18 1,11+0,23 1,34 +£0,37 -
Cd-ADAP 1,86+ 0,49 8,54 + 0,38 8,53+0,22 5,37 +0,33 0,17 £ 0,04 2,38+0,18 3,13+0,20
Cu-ADAP 2,84 £ 0,64 5,14 £ 1,26 2,12+0,19 0,96 + 0,18 0,01+ 0,003 0,20+ 0,016 0,54 + 0,08
Pb-ADAP 0,68 + 0,05 1,03+0,09 0,49+0,03 0,32+0,16 0,10 + 0,005 0,12 + 0,006 0,45+0,17
GFPMTT5 1,47 £ 0,16 2,31+1,09 4,22 +1,60 0,38+0,13 0,25+0,01 1,20+0,17 -
GFPMTT1 0,75+0,19 0,77 +£0,11 0,69+0,22 0,70+0,14 0,05 £ 0,002 0,36 £0,04 -
MTT1KO 2,45+0,34 2,85+ 0,09 1,68 £ 0,25 2,68 £ 0,20 2,05 0,30 1,43 +0,45 -
MTT5KD 5,67 + 1,002 4,92 +1,37 1,11+0,11 3,28 £ 0,67 1,43+0,03 3,01+0,48 -
MTT1KO+MTT5KD 0,95 +0,07 3,50+0,12 0,58 £ 0,03 1,25+0,28 0,63 £0,07 1,30+0,23 -

(-): datos no calculados. MCT (maxima concentracion tolerada) en las cepas adaptadas. Se muestran los
valores medios * la desviacién estandar derivados de dos o tres experimentos diferentes. En rojo se
sefialan aquellos valores que superan el valor de induccion minimo considerado (> 2) (véase el texto).
Las concentraciones de metales y las condiciones de cada tratamiento se indican en la Tabla 9.
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ANEXO II. Secuencias de los ADNc completos de las
nuevas MTs

En cada uno de los ADNc se distinguen: la potencial secuencia codificante (ORF), que aparece
subrayada (con los codones de inicio y “stop” en negrita), y las regiones 5' y 3' UTRs, que se
muestran en cursiva. En éstas ultimas, los motivos del tipo MTCM1 se sombrean en morado,
las cajas TATA en verde, las dos potenciales sefiales candnicas de poliadenilacion estdn
subrayadas o sombreadas en gris y las posibles sefiales de degradacion del ARNm se muestran
en color rojo. El extremo 3" termina con la cola poliA.

TborMTT1 (CAMT):

5" AAAAAAGAATAAATTTAACAAGATTTAAAAGGATTAGTAATGATAAAAATACTAAAAAGGCAGTAAATATAAAT
AAAAGGTATTATAAACTAAATATTACTAGGGTTATTTAATATAATGTTTTTAAATATTAGTATATTTTTAATTATTAA
ATTATATTTAATTGCTTTGCATTATGGATTIAATAAGTAATTAATTTCAAAAGAGTTATGTAGAGGAATATTTTCTAA
AAAATTCCAAAGTGAATGCTAAATGABTCIGATTARTGARTAGTATTTTTTCTTTAAGTAAATTAGAAATGAATACT
AAAATAAAAAATAAGATTTCGAATAATGATAAGTCTTATTATTATATGAAATAATATCTTAGCATTTAAGTAAAATA
AATCTAAATTTTAAAATGAGTTAAATAAAATAGATGGAAGTTAATTCCATTATATAATTTTAATTGAAATAAATTTAT
TATTTTTACACTTAATCATTTAAAAACTTTATTTATTTTAAAGAAGTTGAAGTAGATGAAATCTTTACTTGAAATAGA
AGTATTTTAATAATTTTATAAAATTAATTCCATCTTACTTTCAAATAATTTAAAAGTTGGTATATAGTCCTATATCAT
GTATTCTTATAGAATTTAAAAAGAAAAATTTATAAATTTGCCATGTCATTAATATAATTATAGTGATGCAATAATCTT
TGAGACTCCTTAACTTTAAAGTGATTCCTCATTTCCTTAAATAATAAATTAAAAAAATTTATCAGAAAATTGTTAATT
TGTAATTAAAATCCTGAAATCAAATA ACTCCTAAATTTTCTAAGAAAAATTAATCAGTATA
AGTAGTCTATTTCAAGTCGTA GATCATGAATTTTTCAAAATATATCTATTATGAAACAATT
TTTATACTTTAATTGCAAGAGTGACTCT TAACTTTACTATATTACTATAAATTGATGGTAT
CAAAATGATATAATCTAATTCAATCAAGTAAATTAAAAAAAAATAGCAAACAAACTCCAATAAATTAAATACCTATT
AGAAAAAAATGGATAAAAACTCTTGTTGTTGTGGTGAAAATGCCAAGCCTTGCTGCACTGATCCTAACAGTGGAT
GCTGTTGCTCTAGCAAGACTAACAACTGCTGTTAATCTGATACTAAATAATGCTGCACAGGAACAGGACCAGGCTG
CAAATGTACTAGTTGCAAATGCTGCTAACCTGCTACTTGCTGTTGTGGTGATAAGGCTAAGCCCTGTTGCACAGAT
CCTAATAGTGGATGTTGCTGTGTAAGTAAAACTAATAACTGTTGCAAGCCTGACACTAAATAATGCTGCACAGGTA
CTGGTGATGCTTGTAAATGTACAGGATGCCAATGTTGCAAACAATGAAATATAAAATGAGGATTAACTAAATTTTA
TGTATTGAAGGTTATGTATAATTTATATAGTATTTTATCTTAATTTTATTTTATTTGAAAGAAAAAAAAAAAAAAAA
A3
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TborMTT2 (CAMT):
S'TTTTAGAAATACCAATTTTATTTAACTTCAATTTTCATAAATTCTATTTTAATTTGGTATTACTAAAGTTATTITATAA

GAA WWCTACWTA TCATCTTATTACTCTATACAATTTTTCAATAG ATTGAMT
CATAGHIGC A TAATAAATTTTAATTAATTGAATAGAGGATTTAATTTAAATGATAAGGATATC
CCCTTTAGAATAACTAAAATGATACTAATGCAGTAGAATAGATATTCTTTTATTTTCGTTTCATAAGGATACAAATGT
TTAGAGAAAATTGAAGATAATTCTAAATTTAGTCAAGTAATATATACTTCTGGATTTTAGAATAAGGAGTGATTCCT
TTATTTATAAATATACTCAATTATTTAATATTATTCATGAATTTTA GCTWTTWCWAW
GABATAATTTTCTAAACTTGAAAAATTTTATCAGAATTTTCTTTCTATTTTTATTTATT TTC
TTAAAAATCTTTTTATATTTCTATTTTTAAAATATTCTAATTTTACTGATATTCAAATTATGATATGTGTACCTACTTTT
TGTTGCCTATAAATGCTCTAAGTAAAAAGCCATATAATTAATAAA TRAATCAAMTCAATONAAATAAATAAAAATAAT
ACAAAATATCAATCTTCAAAAAACAATTAAAAAAAAAATGGATACTGTTAATCAAAAGTGTTGCTCTAGTGGAACT
AAGACTTGTTGCAATGATCCTAAATGTCAATGTTGTTGTGTAAGCAAGGAAGACAGTTGCTGTAAAACTAACACTA
AAGGATGCTGTAGTTCATCAACTGAAAGCTGTAAATGTACTTGTTCTAAGTGTTGTAAACCTTAAGCTGCTTGTTGT
TGTGCTCCCAATACTAAAGCTTGTTGTTAAGATCCTAATTGTGGATGTAAATGTGCAAACAAAGCAAATAACTGCT
GCTGCAAAGGTGACTCTAAATAATGCTGTAAAATAACTGGTAAAGAATGCAAGTGTACTGACTGTGAATGCTGTA
AGCCCGTAAAAGCTGGATGTTGTTGTGGTGATAAGGCTAAGGCATGTTGCACAGATCCTAATAGTGGGTGTTGTT
GCTCTAGTAAGACTAATTAGTGCTGTAATTCTACTGAAAAGAAAGACTGCAATCAATGTATTTGCTGCAAGTGATT

ATTTTTAATAATATTATATAAATCTACTATGTTTAAAATTTATGTCTCTTTTTGTAAAATTAGACTCTTAATAAATTTT
CTTGATTAATAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAS

TborMTT3 (CuMT):

5'ATAATAAAGTAAATACTTCATAAAAAAACATCAAATATAACTAAACAATGGATTCTGAAATTCAAACAAAGCTTA
CTTCAGGTTGCAAATGCAATACTTGCAAGTGCTTACCCCTCTGTAAATGTGGTACTACCTCATCGTGTAATTGTTAG
CCTTGTAAAAACTGTGATGCTTGTTCATGTAATCCTTGTAATTGTAGTGCTTGAAAATGCAGTATCTCTTAAGTGTGT
AGATAGATTCCACTTCTGATTCTAATACTTATGCCTCACAGAAGTGATAACTTAAATTAAAATTAATCATATAAGTCIR
B ATTATCATGAGE TAAATAATATTCATTTTATTATTTTACTTATCAATTATGTTTGTTAATTGTATATTACATGATATA
GTTATGCTTATTATATTAATTTTAAATTTCACTATTAAAATTCCTATCAATCTACTATATTTATTTTTCCAAAAAATTAC
TTCATTCTTAATTCGATCATAATTGTTTACCATAGATTATTAGTAAAATGGAATAAAAAAATTGAATCCACTCTAATT
GATAAAATATTTGAGGGGAAGTAATATACATATAAAAGAGGTATTAACTCTATTTATAAATTTTATTAAAGAATATT
ACTGACATAGTTGTATGTTTCTCTTTAAATATAATTAATTTAATTTAATTTTGAACTAGAGTTTATTTAAATCATGTGT
AAATATTTATAAAACTTTCTTCGTTTTATATAATACATTTAATTATTTATTTTCCTATATACTAATTAGATTTGCAAGT
GCTTAATGAATTTTATTCTAATATAAATGTTTAAATAATATTTGTTTATTTTTCTAATTTAAATATTTTAAAATTTAATT
TTTHAGTGATCICAATCAMA TATACTATAGTTTCTTGATTTAGGTTTGTGAAGTAGTTATCAAGTATGTGGGTATTTT
TTGAGAATTTTGAATATACACTCACTGCACACATTATTAAGAATATCTAAATGTTTGTATCTAAATTTATGGTAAATT
TTCAATTTAAATTTGTTTATATTAATTTAAAATACTCAAATTTGTAAAAAATAATTTATTAAATCAAAGGAGTGATTC
CTTAAAATAAATTACATATTTTTCTAGACCTCAATAAACCTTATAAAAACCAATCTAAGAAATTTTAATTTTTGGGTA
TAAATTAGGAAGATTAATATCTGGATAATTAATAATATTAAATTAAAATAAAACATAAACAAAAATAAGACCTTTAT
AAACAACATAAATAAAAACTTCTAAATGGATACTCAAATTCAAACTAAACTCACTCAAGGATGTTCTTGCAACCCCT
GCAAATGCTAACCTCTCTGTAAATGTGCTACTACCTCTGCATGCAATTGCTAAGCTAGTGAAAATAGTGATGCCTGT
GCATGCAATCCTTGTAAGTGTGGAGTCTCTGGTACATGCAAATGCAATCCATGCTAATGTGTTGACTGTAAATGTG
GTACTGCTTCTCAATAAAATGTTGGCTGCAAGTGCGATACTTGTGCATGCAACCCTTGTAGGTGCGGTGTTTCTGA
TGCTTGTTAATGCAATACTTGTAAGTGTGGAGACTGTAAATGTGGTAGTGTTTCTTAATAGACTGCTGGTTGCAAA
TGCAATCCTTGCACATGCAATAATTGTAAGTGTGGTGTTTCTGCTTCCTGCAAATGTAATCCTTGTAAATGTGCTGA
CTGTAAATGTTCTGGTTCTGAATCTTGCTGCTAAAAGTAGTGATTAGCTATTCAACCTTGAAACATAAATAAATTAA
ATTAAATTAAAAATATTTACTCTTATTTGTAATTAATTTATCTGATTATATTATATTCTATATAAAGTTGTATCTATTA
TATTATAATAAAAACATACATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3°

314



Anexo Il

TborMTT4 (CuMT):

5'CTTATGATATGATTGCTTCTGCTTTTAACTTAAAAAAATGCTATTGACGAATTTTTAAAATTATTTAAGATATAAAT
CAGATATTAAGAGATCTATCTAAATATTACATTAGCTAATABAACTGTAGGTTATGCTATTTTATTTTTAGAATTTAA
AGAAGAAAATTATAGAGACAAAGTATTATTTAGATAAAAAGTTTGTGTTTTTGAGATTTTATTATTATGAGGTATTA
AAGAAGAGTAAACTATAACTTTATTGAAAATTTTGCATCTAATCTATATTTCTATCACCAAATTTTTTATTAGTTTTAT
AATCAGTTTTTGCTATTTAGAACTATTAAAAGCTGTATTTTTTTGGTTTATAGTTATAGTTTTTATAGGATTTAAATAT
ATTGGAATACTTTCAAAGTTAAGGTAAAATATAAAACAGATTCTACCATTTTCAATCATTCCTTAGGCCATTTCAAAA
ATAAAAAAATAAAGATCCGATAGATTAATTATATTTTTTTGAAAAACCTTATTTTGAATTTTTAACTATCTAGCAGAC
CTTCTTCTAATATATATCTATAAAAAGCACGTTTAGAAGCTARTAAGTTAGTAAGGTTATAGACTATGCCTTTAATTT
GCTTGCTAAGAATTGAAAATCTGATTTTAAAATTCATCTTTTTCTTTTAAAAATTATATAAATTTGTTACATTATAAAA
TTTTGAAAGCTAAAAAATCTGCTCGAATATTTATCTATTAAAATTAACACCAGTG CANARACTCATGAGEAAA TTTTT
TTTTCTATTGAGTTCAAGAGTGAGTTATTCATTAAATTATTAATTA NGATCAATCATIAAGCTCATAAAAATTAAATC
ATAAATTTATTTGACGAACTCTTAAGTAATTTATTTAAAGTACCTCTGTTACAGTATACATCTCAATGTAAAAGAATA
AATTTATCAAAATCTATAACTTTAACCATTTTTTCATCTGTATTTATTGTGATAAGGTTATAAATTACTATTATGAGHR
TCATTCAGATAG A TTTAGTTCTTTTAAATATATCTATGCTTTCTTATCTTAAATATCAAAGCTAAGTAGTTATTTTAA
AAACATAGAATAGAAAGTTTAAATTTCTTTTGGAAGGAGATTAATCATTGCTTTATTCA TR TCARTCATIACAA TA
TAAACTAAGATTTGAATTTGGATTACAATAATTATATAGATGTATTTTAAATATAAGATATAAATCATTGTTATTTCT
ATGAGTGATATTCGACTTTGAATATTACTTTACATGAAAATAAAAACTGGCTCTATTCTAATTAATTTCGTTTAAAAA
TTATGTAAAAACTTAATCTAAAAAATTGGAGTGAATCTTGAGGCTCATGATTCCTTTTGGATATTCTGATAAAAAAT
GATTCAAGATAACATATTTTGCGTGTATAAATAAGGGATAACCTTAGCCAACAAATTGTAAAAAAATTAATARATA
AAAAAAACCTAACAAATATCTTTTAAAAAGTAATTAAAACAAACAAATAAACTTAATACAAAATGGATACTCAAACT
TCAAACCAAGCTTACTACTGGATGCAAGTGCAACCCCTGNTAAATGCCAACCTCCTTTGCAAGTGTGGTACCACTG
CCTGCCTGCAATTGCCAACCTTGTGAAAACTGTGATCCTTGCAACTGCAACCCCTGCAAGTGCGGTGTTTCTGATG
GTTGTAAGTGCAACCCTTGCAAATGTGCTGATTGCAAGTGCACTGGTACTGAATCTTGCTGTCAAAAGAATTGATT
TGGATTATTCTATCTCTAATAAACATTTCAAATCATTAAAATTTCAAAAATAAAG TTAAATAATAACTAAAATTAAAA
TAATTTATTGTAAATACTGCCTAAAAACATATTGTATTCTTAACATAATTTAATGTTTATCTACTTAAAAAACTTTAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3'
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TborMTT6 (CuMT):

5'AATCGATCCACTTCAATTAAATGTTTATAGCAAAAATATTTATGTAATTTGTCAATAAATTTAAATTTAAGCAAAA
GTAAATGTATACCTTATTTATAATTAGAAAGTATCAATTTTGTTTGCTGATTTTTCTTGTCAAAAATAGATGAATGCA
GGTAGGTAGGTAGATAGATAGTTTTTTGATTAATTCTTTAATTCAATTTTAAAATTAAATAAGGCAAATTAATATAA
TCTATACTCTTATTTTATTATTTATATAATTTTTGAGAAAAAGAAATGAAAACAAAATATCATTGTAACTTTAAAAAC
ATTTTAAAACAAAAAAATGTTTGCTTCTAACTCACTAACCATAAATATCAATTTTTTAAATACTACAAATGAGAAATA
TAAATTTTTTACCTATTATATATTAAAAGGACAGTGTGCTTTTATTGTTTTACTAATTTTCTTAAGATTTAATTCATTA
ATTTCAAATTAATTTATTTCGAGTAAAAATATGCTTAATAGGTTTAGTTCTTTAATATAAATTTATAATTTTTAAAAAT
GTAATTTATAAAATAAAACTTTTTAAAATAAATGATTAATTGOATCATGARGAA TTTTTGTTTAAAAATATTTATAA
ATATGGATCTATTTTACGTGTACATGACCTATCTATCAATTAATCATTAAAAATGAAAATATGGAATTAAAGAATAT
CTATCTATTTTTCATACTCTAATAAATATTTCATGTGA TCT“ TTCTAATTTTGTAAACTTTA
TGATGATATTAATAGGAGTGATTCTTAGATTAATTATTTT TTGAATCTARTAATAATATTAC
CTTTACAGTTTATAAATATCTTCAAATTTTTTATTACAAGCTCAATTATTCTAACAATAAAATTTAATAATATGATTCT
AAAATAAAACTTTAAATATTTAAAATCATTTATTATTAAAATAATCTAGAATCTGTCTCAGTTGGGCACCCTCTTTTTT
TGGCATTTGCATATATTGGGGGAAATTTAATCAAGACTACATTTTCATTCTAATCACCTTCTTTATATTTTGCACAAT
ATTACATCTAAACAGTGCTCAAGATAAACAGATACTTCTCTAATTTAGTAATTATGGAATCAATATTCTGGGATTGT
TCTATCATTTAAAAAAAATTTTTCTATTAAGGAAATTCTTTTTTCAATACTCTAAATGCTATTGTAATTTATCTATTTCA
TCAACTCAATTTTAATTTTCTAGAATTTATTATTTAAAGAATAGGAGTGATTCCTTATTTAAATGATTTCTTTCAATAA
ATCTGATGCAATCTGATATTTATTAGCCTTTTATGTTTATAAATAGTTAACACCTACAGCTAGAAACTCTATAATATC
AAATAAAATAAAAAAATATARTAAAGTAAATACTTCATAAAAAAACATCAAATATAACTAAACAATGGATTCTGAA
ATTCAAACAAAGCTTACTTCAGGTTGCAAATGCAATACTTGCAAGTGCTTACCCCTCTGTAAATGTGGTACTACCTC
ATCGTGTAATTGTTAGCCTTGTAAAAACTGTGATGCTTGTTCATGTAATCCTTGTAATTGTAGTGCTTGAAAATGCA
GTATCTCTTAAGTGTGTAGATAGATTCCACTTCTGATTCTAATACTTATGCCTCACAGAAGTGATAACTTAAATTAAA
ATTAATCATATAAGTCTITATIATCATGAGE TAAATAATATTCATTTTATTATTTTACTTATCAATTATGTTTGTTAATT
GTATATTACATGATATAGTTATGCTTATTATATTAATTTTAAATTTCACTATTAAAATTCCTATCAATCTACTATATTT
ATTTTTCCAAAAAATTACTTCATTCTTAATTCGATCATAATTGTTTACCATAGATTATTAGTAAAATGGAATAAAAAA
ATTGAATCCACTCTAATTGATAAAATATTTGAGGGGAAGTAATATACATATAAAAGAGGTATTAACTCTATTTATAA
ATTTTATTAAAGAATATTACTGACATAGTTGTATGTTTCTCTTTAAATATAATTAATTTAATTTAATTTTGAACTAGAG
TTTATTTAAATCATGTGTAAATATTTATAAAACTTTCTTCGTTTTATATAATACATTTAATTATTTATTTTCCTATATAC
TAATTAGATTTGCAAGTGCTTAATGAATTTTATTCTAATATAAATGTTTAAATAATATTTGTTTATTTTTCTAATTTAA
ATATTTTAAAATTTAATTTTTTHGIGATCICARTOAAATATACTATAGTTTCTTGATTTAGGTTTGTGAAGTAGTTATC
AAGTATGTGGGTATTTTTTGAGAATTTTGAATATACACTCACTGCACACATTATTAAGAATATCTAAATGTTTGTATC
TAAATTTATGGTAAATTTTCAATTTAAATTTGTTTATATTAATTTAAAATACTCAAATTTGTAAAAAATAATTTATTAA
ATCAAAGGAGTGATTCCTTAAAATAAATTACATATTTTTCTAGACCTCAATAAACCTTATAAAAACCAATCTAAGAA
ATTTTAATTTTTGGGTATAAATTAGGAAGATTAATATCTGGATAATTAATAATATTAAATTAAAATAAAACATAAAC
AAAAATAAGACCTTTATAAACAACATAAATAAAAACTTCTAAATGGATACTCAAATTCAAACTAAACTCACTCAAGG
ATGTTCTTGCAACCCCTGCAAATGCTAACCTCTCTGTTAATGTGGTACTACCTCTGCATGCAATTGCTAAGCTAGTG
AAAATAGTGATGCCTGTACATGCAATCCTTGTAAGTGTGGTGTCTCAGGTACTTGCAAGTGCAATCCATGTTCATG
TGTTGACTGTAAATGTGGTACTGCTTCTCAATAAAGCGTTGGATGTAAGTGCGATACTTGTGCATGCAACCCTTGT
AAGTGTGGTGTTTCTGATGCTTGTTAATGCAATACTTGTAAGTGTGGAGACTGTAAATGTGGTAGTGTTTCTTAAT
AGACTGCTGGTTGCAAATGCAATCCTTGCACATGCAATAATTGTAAGTGTGGTGTTTCTGCTTCCTGTAAATGTAAT
CCTTGCAAATGTGTTGACTGTAAATGTTCTGGATCTGAATCTTGCTGTTAAAAGTAGTGATAATTCTAATTCTACTC
AATAAACCTTTAAAAATACACACCTTTCAAATATATAAAACTTTTAAATTAAAATAAAATTATCATACTTTATATATA
ATCTTGTATATTATGTTTTACCATAATAAATAATATTTCCTAATTTCATATTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 37
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TborMTT7 (CuMT):

5'ATTATTAATACCTTACTIATGATTIATGATAGA TTCTATTTTAATACAAAAAGCTTTTAAATCATTCCAATATTAAA
TATACTGACGTTTAAAATTGTTAAAAATTTAATGATTAGAACAGAAGTGATTCETAAGACTCATGAGECCTTTCTTTA
ATTCTGATAAAACTTATTAAGACTTGTATATAAATTGCGAAGTTTCTTAATCTGAATTAATTTTTATAAATTAAAAAA
TAAAATATARTAACTTTTCTAAAAAAAACTAAACTCAAAATGGATACTCAAACTCAAACCAAGCTCACTTCTGGATG
CACATGTAACCCCTGTAAGTGCTAACCCATCTGCAAATGTGGTACTACCTCAGCCTGTAATTGTCAAGCTAGTGTTG
ATAATGAGGCTTGTTCATGCAATCCTTGCAAGTGTGGTGTCACTTCTTCTTGCTAATGTAACCCCTGTAAGTGTGGT
GACTGCAAATGTGGTGCTGTTTCTCAAGTAACTGCAGGATGTAAATGTAATCCTTGTTCATGCAATCCTTGCAAGT
GTGGTGTCTCTGCTTCTTGCTCATGTAGCTCCTGCTAGTGTAGTGACTGTAAATGTGGTACAGTTTCTCAAGCAACT
GTAGGTTGTAAATGCAATCCTTGCACATGCAATCCCTGCAAATGTGGTGTCTCTGCTTCTTGCAAATGCAATCCATG
CAAGTGTGCTAACTGTAATTGTTCTTGATTTGTATCTTTCAGTCAAAGAATTAATCAATAGTAAATTTAACATTTTCT
AATTAAAATAAAATTAAATAATTAAAGATTTTAATTTGTTTTAAATTATTAAAAGTTATATATTGTTTTAAGTTTAGC
TTAATTTTTCTTATAAATCTAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3'

TborMTT8 (CuMT):

5'TAGAATAGAAAGTTTAAATTTCTTTTGGAAGGAGATTAATCATTGCTTTATCATAATTCAATGAREA CAATATAA

ACTAAGATTTGAATTTGGATTACAATAATTATATAGATGTATTTTAAATATAAGATATAAATCATTGTTATTTGIANG
BGTGATATICG A CTTTGAATATTACTTTACATGAAAATAAAAACTGGCTCTATTCTAATTAATTTCGTTTAAAAATTA

TGTAAAAACTTAATCTAAAAAATTGEAGTGAMICTTGAGGETCATGART CCTTTTGGATATTCTGATAAA BABIGAT
TCAAGHTAA CATATTTTGCGTGTATAAATAAGGGATAACCTTAGCCAACAAATTGTAAAAAAA TTAATAAATAAAA

AAAACCTAACAAATATCTTTTAAAAAGTAATTAAAACAAACAAATAAACTTAATACAAAATGGATACTCAAATTCAA
GCCAAGCTTACTACTGGATGCAAGTGCAACCCCTGTAAATGCCAACCTCTTTGCAAGTGTGGTACCACTGCTGCCT

GCAATTGCCAACCTTGTGAAAACTGTGATCCTTGCAACTGCAACCCCTGCAAGTGCGGTGTTTCTGATGGTTGTAA

GTGCAACCCTTGCAAATGTGCTGATTGCAAGTGCACTGGTACTGAATCTTGCTGTCAAAAGAATTGATTTGGATTA

TTCTATCTCTAATAAACATTTCAAATCATTAAAATTTCAAAAATAAAGTTAAATAATAACTAAAATTAAAATAATTTA
TTGTAAATACTGCCTAAAAACATATTGTATTCTTAACATAATTTAATGTTTATCTACTTAAAAAAAAAAAAAAA 3'
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TelliMTT1 (CdMT):

5’ AAAATARTABA TAAAAAGTTAAGTTGAGTAATAAAATGTACTCATATTTGTGTCACAAACAAAAGATAAAAGTAT
GAAGTTTTGCTTTAAAGCTGAAAAATAATATGATAGATAAATTTATTTACTTGCTATATTTAATTCTGCAAAGAAAT
AAGGGGTGCAAAAAAAGAAAATAAAGTAATCAATTTTTCTAAAAAATATGATATTTCAAAATTACTTGTACATTATT
ATTTCAAACAATAGTCCTATTTTTTATTTTAATAGAAAAAATG GTTAAACCAAAATTTAAAAATAATTTTCATACAAA
CAAACAAATTTAAAACGATTTTTGATGGATACAAAAATTTTTAGTTIGATTTCAATCAMRA TTTAAAATTATCAATAA
GAGGATGCCTATTAATTTTGAGAATAATCAATCATATTAGGATGAATACAAAGTAAGACAATATGATAAATATTTIR
BATAAAGCACAATACTAAAAAAAAATATTTATTTTTTATCCTATAAATAGCGCTAAAATAAAAATAG TAGTAGAAGA
AAAGATTAAATACAAATTTATAATTATTTTCAACAAAGAATTTTTCTTTTTAGTTTAAAATTTTGATAGTAAATTAAA
TTTTAAAGA THATTCAGIGATGGGIEA TATCCACTTTGAAAAATATATTTAATTTATTTCTACTGGGCATTTTAATAAA
ACAGTAAAATTATTTTAGAGGGTTTTGAATTTTAAAGCAAATAAAATTATTTTAAATATGAATTTTTCTCATATTTCA
ATCAAACAAAAGATAAAAATATTTCTATGAAACAATAATAGCTCTTAGTTTTTTTCAATGTAATTTGTTAGAATTAAA
TAGTACTTTCAAGAATTAAGAATAGAAAAATTATAAAATGTCTTAGATTTGACTTCTCAATACTACCTACAAATCTTA
CAGTAATCCACGGATTTATTTATTTTAAAACAAGCTAAATTATGGTTAATTAGTTTTGGAAATTTGTAAAACTAATTG
TTCCATTTTTATTTAATCTTTCACTTA TCIGIGACTCATGARIE TTTCGATGAATCTTAACAATTTTTTTTTTTAATTTCTG
ACAAATTTTGTAATTAAAGATAAACTCATCACCAAACTCATGAATCAAATTAGTTGTATAATTTAATTTGTCTATTTT
AAACCTTATIIGIGAGTCITGAREA TTTCATGAATCTTTAAGTAATATTCATAATTCTGATAAAACTTGTAATTACATG
AACCTTGACTTAAATAAGGACTTTAACTTTTTTGCATATATATACTGTTGGTTTTTCTTTGAGAAATTTTATAATTTTA
AATAATAATAAAAATTAAACAACTCAATAATAACATTAAAAAAAAATTAAAAAATGGATAAAGTTTCTAAATGCTG
TTGTGGAGTTAATGCTAAGCCTTGCTGCTTAGATCCCAATAGTGGATGCTGCTGTGTTAGTAAGACTGATAATTGT
TGTAAATCAGACACTAAAGAATGCTGCACTGGCACTGGAGAAGGATGCAAATGCACAAGTTGCAAATGTTGCAAG
CCTCAATAGTAAGGATGCTGTTGTGGTGATAAAGCTAAGGATTGCTGCAAAGACCCAAACAGTGGTTGCTGCTGC
TCAAGTTAGACAAACAAATGTTGTGATTCATCATAAAAATCGGAATGCTAAAACTGCAAATGCTGTGAACCTGAAT
AATAAGGGTGCTGTTGTGGTGATAAAGCTAAAGATTGCTGCAAAGACCCAAACAGTGGTTGCTGTTGCTCTAGCA
AAGCAAACAAATGTTGTGATTCATCATCAAAGAAAGAATGCTAAAACTGCGATTGCTGCAAATGAAAATATTAAG
AAACGAAACATTAAAAATAAATAATTAAATAATTAGTTAGTATCAGTAAATTCATGTTTTATATGATTGAAGTAATA
TTTTGAATTTAGTTGATTAATAGTTAAAAAAAAAAAAAAAA 3"
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TelliMTT2 (CAMT):
5'AACTGAAACAAATAAAATAGCAAAAAAAGCAAATCAAAGAAGCAAATATTTTTAAAGCTTGCCAAATTTCAATAA
ATCTTGAATOAGGOAAAAAAACTGGTATTTTTCTAAAATAGCATTCTAAAAAACTGTTCTTATTCTACTTCTATAAAA
CAATTTATTCGTTATATACCACACTGTAAATTTTAGTTTTTTCAGATATTATTCTGTATTTTTTTGCAAGATTAGCTTTA
TTATCTTCATTCTTAAAGTAGGATTTATCATTGATCATTTCTGTTTATTTTTAATTTAAAAGTTTTTCCATTCTTAATCT
TGCAAATTAAAAGAATACAGATGCATATTTTCTGAATCTAATCATAAAGGATAGTTCTTAAAGTCTTTTCATCTAATT
TTTCTTGTCTATTTATTTATTTTTAAAAGCTGAAACAAAATAAACACCTTCTTAGTTTTAGTCGTTAGATTTATTATTT
GGCTTTTTCTGACCATTAGTAGATTTTATGTGTTAAGTCTTTTTTCTGTCTTACTTTTCCATTTAAGGGATGCGAATAA
CTAAATAAAAAAATTATCTCTACTTTTTAATTAATTCCTACTAATTTAAAAAAAGCAATTATTATGAATTTGGTTTTTT
CTAAAAATCAACAGTAAATATGAAATATATACATTTTAAATTTTAGAGTGTTTTTATTACTTAAAACTTCTTTAGTTA
GTTTATTAAAAATAAAATAGTCTTATTCATTCAATTTTTATATTTTCTTCTTATTTTAAACCTATTATTATCTTTTTAATT
TATGAAAGAAAGAATATTTTAGATTTTTTTGTTAGATCTCCTCACTCATTAATTGAATTGTTATTTGAAATAAGCATC
ATTGATATAAATGTTTATTTACATTTTATTTTGAAATAAAACTAAAGGTACAAAAAAGGAAAAGAATGTATCCAAAA
TATCAATGTCACCTAATATTTAAAATATGTTTGATATTTTAATTCCATCAATATTTCTATTTTTTTAATCTAAAAAAACT
AAAGATCAAGCCCAAATTTAAAATTAAAATCTTTCTAACATTTTTCAATTAAAAATGGTGATTTTGATCAAAACATAT
TTTTTATTGATTCTCAACATTTTTAAAAAAAATATTAAAATTTACTCATCTACCTATCACATAAGACTTTTAAAATTGA
TTTAAATCTGTAATTTAATGAAAAACTAAAACTATTTTCCATTTAATTGAATTAGTTAAAGATCAAATTAAATACAAA
TTTAAATTATTTTCATCAAAAATTTTTTCTTTTTAGTTTAAAATTTTGATAGCAAACTGAAAAATATATTTAATTTATTT
TTACTGAACATTTTGACAAAATACAAAAATTATTGAATTAATGTTCACTTTAAAACAAATAAAATGATTTTAAATATG
AAATTTCTTGTATTTCAATCCAACAAAAAGATAAAAAATATTTCTATGATACAAAAATTACACTCTCTTAGTTCTCAT
AGTTTTTTTTTTTTTGAATGTAATTTGTTAGAATTAAATAGTACTTTCAATAAGAATAGAAAAATGATAAAATGTCCT
ATAAATTTGACTTCTCAATTCTACCTATCAATCTTACAGTGTTTCATCGATTTTTTTATTTTAAAGCAGGCTAAATTAT
GATTAATTAGTTTTGGAAATTTGTAAAATTAATTGTTCCATTTTTATTTAATCTATTACTTATTAGTGACTCTTGAATT
TTTAAGAATCTTTAACAATTTTTTTTTTAATTTCTGACAAATTTAATATTAAAGATAAACTCAT
BCTAATAAGTGCTATCATTAAATTTTTCTATTTTATAGCTTATIGIGAGIGIIGGREA TTTCAAAAATCATTAAGTAA
TATTCATAATTCTGATAAAACTTGTAATTATTTGAACTATGACTTAAATCATGATTCTATCTTTTTGCATATATATATA
TTGTTGGTTTTACTGTGAGAAATTTTATAATTTTAAAATAATAATAAAAATTAAACAACTCTATAATAACATTAAAAA
AAAATTAAAAAATGGATAAAGTTTCTAAATGCTGCTGTGGAGTTAATGCTAAGCCTTGCTGCTTAGATCCTAATAG
TGGATGCTGCTGCTCTAGTTAGACAAACAAATGTTGTGACTCAACATCAAAATCAGAATGTCAAAACTGTAAATGC
TGCAAGCCTCAATAGTAAGGATGCTGTTGTGGTGATAAAGCTAAGGATTGCTGCAAAGACCCAAATAGTGATTGC
TGCTGCTCAAGTTAGACAAATAAATGCTGTGATTCATCTTCAAAATCAGAATGTCAAAACTGCAAATGCTGTAAAC
CTGAATAATAAGGATGCTGTTGTGGTGACAAAGCTAAGGATTGTTGCAAAAACCCAAACGGTGGCTGCTGCTGCT
CTAGCAAGACAAACAAATGTTGTGATTCATCATCAAAGAAAGAATGCTAAAACTGCTAATGCTGCAAATGAAAAT
ACTAAGAAATGAAACATAATTTATAATTAAATAAATAATTAATAATAATTAGTATCAGTAAATTCATGTTTTATATG
GTTGAAGTAATATTTTGAATTTAGTTGATTAAAAAAAAAAAAAAAA3'
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TelliMTT6 (CuMT):

5'TTTTCATGATATTTATTTAGTAAGAAAGACATGTACAAAAATAAATAGTAAAATATTTTTTTACATTTCATATTTCA
ATTCTTAATAAATAAATCTAAATAAATATATTTACTTTATACTTCAAATGGTATAGTTATTTAGGTAATAATATAGCA
AAAAGTTTGTATTATTTTTTAAGTATCCCTTGTTTATATTACAAAAACAAAAAAAGAAATTTAATTGATTGTTTTAAT
GTTAATGCCTTTTTTATTTATCTCTTTTTCTAAAATAAAAGCATTTAGCAAGGCCTTTAGATTTTAATAGAAAGCATTT
TATTAATAATAAGAATACTTGAGCTTTTTGTTTTGCAAAACTAAATTTTTAAACTCTCCATATAAACATAGAAAAGAT
AATTAATTTTATTTTGTTTTTAAAATGGTCAAATTTTTTGTTTGATTTCAATCTAATTATATAAAGAACTTAGAATAAG
AATGATTTTTTGAATATTTGCTCTATTATTARTAACATTTTTTCTTTTCCTCATGAAAAATTGAATGTTAGAATCATCT
GTGATGAGTTTTTATATTTTTAGAATCTAAATCAATCAAAAGCTAAAAAATAATACAAATAATCTCAATATTAGAAT
TAAAAATGGAAGTTATTTTCATTATTATTGAAAGTCTAACAATCTTTTTTTAATCCTTTCATTTTATTTAGTGCTTTTAT
TTTGAAAGTTTGTAAACACTCTATTTGGTTTCCCTTAAAACGGACAAATTCTAGACTGGCACAGTTCAAAAAAACTC
TTGAACCTTCAATAAAATTTGGTAAATAACTCTTGAGTCTTCAAACAATTTTTAATTACAATAAGTAAAGTTTTAATT
GAGTAGTAAATATAATTTCAAAATAACTAACTACTTCTTGAATAAATAAATCGAAACTCGTGAGTCTCTTTTTCTATT
TTATTTTATTTTATTTTATTTGAAATTCAAATTTATTATTTTCAGCTTATTTTTAGATTTAAATACTTATTACATTCTTAC
ATATATATTAATAACTTTTTTAAACATTGTATGAAAATTCATCTTATTTACTTTCAAACCAACTTATTTGATTATTCTTC
TTCATTTAACAATGACATAACTCATAAAATGAATGAAAACTCTCTTTAATAAACTCTAAATAAACCGACTCAAAAATT
TCTAGAGTATTTAGAAATTTCCAAGATACTAAAAAATCAACATAAAAATAGATGAATCCAATTTATCCCAAGTCATA
AATTTCTGTAACAAAAATAAATCAGTAATTGTTAAAGTTAATCTGCAATTAAGA BAGTGATTCTTGAGGC TCAAGAT
TTTTTTTGACAAATATCTGATAAATTTTAATTAAAATTGTGCCTATAAATAATTAATTGCCTATCGATCATTGGATTTT
CATAATTTCAAATAATCAAAAAAATAAACAAAAAGCAAATCTAAATCAATCAAAAAATCTAACTAATTTCAAATGGA
TACTCAAACTCAAACTAAACTCACTGTTGGATGCAAGTGCAACCCCTGCAAGTGCCAACCCCTCTGCAAATGTGGA
ACTACCTCTTCTTGCAACTGTCAACCTTGTGAAAATTGTGATCCTTGCTCTTGCAATCCCTGCAAGTGTGGAGCCAC
TGAAAGCTGCTCATGCAATCCTTGTAAATGTGCTGAATGCAAATGCGGAACTCATGATGTTAAGACCTCTGCTTGC
AAATGCGACCCCTGCTCTTGCAATCCTTGCAAGTGTGGAGTCACTCAAAGCTGCTAATGCAACCCTTGCACTTGTGC
TGAATGCAAATGTGGAACTCACTCTGCTTCAACTTCTGCTTGCAAATGCAATCCTTGCACTTGTAATCCTTGCAAAT
GTGGTGTTACTTCCAACTGCAAATGTAATCCTTGTGGATGCTCTGAATGCAAATGCTGATTTTTGTATAAATAAACT
TAAAAAAATATTTTAATTAATTTGACTTATGAAAACATTTATTTTAAAAAGTAATAAATACTTATTTATTAATTGTAT
CTTCTCTAAATCTTAATATTTCTAAGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAS'

TelliMTT8 (CuMT):

5'AAAGATATCTGATAAATTTTAACTCAAATCGTGCCTATAAATAATTACTCITIGAAGTTTGAMAA TATCATAATAA

TCAAACAAACAATCATTAAAAACAAAAATAAAGCAAAAAAAAAAATAATCAATTTCAAATGGATCCTCAAACTCAA
AATAAACTCACTGTTGGATGCAAGTGCAACCCCTGTAAGTGTCAACCTCTCTGCAAATGTGGAACTACCTCTGCTTG
CAACTGTTAACCTTGTGAAAACTGTGATCCTTGCTCTTGTAACCCCTGCAAATGTGGAGCCACTGAAAATTGCTAAT
GCAACCCTTGTAAGTGTGCTGAATGCAAATGTGGAAATCATGCTGCTAAGACTTCAGCTTGTAAATGCAATCCTTG

TGGCTGCTCAGAATGCAAATGCTGATTTAAAAAATAATAATTTTTGTATACATAACATAAATTAAAAATAATTTCAA
TAATAATAAACTAAAAATGCCTAAATTTATTATAAATGTAGTTTCTTATACTCTAATATCTATAAACTATATATTTCTT
TAAATCTTAATATTGCTAGTTTCTGAATAAAAAAAAAAAAAAAAAA3!
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TmalaMTT1 (CdMT):

5'AATAATTAAAGAATATATTATTGCAAATAGCTTATGAAGTATCAGATTAGATTAAGCTATTTTAACTATTAAAGTT
AAATTTATTTTTTTAATAATTAAAATAGTTAAATTTTATTAATTCTAATTATTTTTAATAGATTTATAATTGAAAACAT
TTTAAATGAATGTAGAAAACGTAAGAAATGATGGAAAAAATAAATTTTTATTTTCATCATTAAAGATTTAAACAAAA
AATATTAAAAAATAGTTGAGTTACTTTATTATACATGTGTATACATATAAATATTTTTGACATATGATCTATTTATTAA
TAATTTTAAACTGAATTAATCTGAATTATTTAAATGAAATAACCATAATTTGCTATTCTCATTAAAACTTAAGTTTTTA
AATGAGATCTTAATTGGGATTTCATTTTTTTATTAATCGCTTATGAAATAATTTCAAAATCATCTTAATTTATAATTTA
TGAAGTTTTTACTAAAAAACTAAAAAATGTATAATTGAAATTTTTAAAGTAAAACATTGTTGTCATATTAAATTTGTT
ATTTTAAAATATTTCATTTATTTAAAATGTTGTAAAATATTTAGCAAAACATTTTTTTTGTTTTGAGACATTTCTATTT
ACTTTTTTTAAATTATGAATTCGTTTTAAATAAGAATAGAAAAATAATTAAATTTCAAAAAACATTGCTCATAAATAA
ATAAATAAAAAATTGTAAGTTATCATTGTCTAAATCTTTTTTATCATCCAGACAATTATTTGTTTGATATTCTGATT
ATTCTTTTCTA TTCTWTTTCA CATCATCARTOATIATIAAATATATTGATTTCTGAT
AACAAATTTAATAA TTAATCATGAGTCAACTTAAATAATTATTCAAATTCTTCTATTCTAAAA
TACTGATGTGATTCTTGAATTTTTAATGAGCATTTAAAATTTTTTTTATATTTCTGATAAAATACTTTGC TIAGIGAMT
BARGART 7AAATCATGAGCAATTTCAAGTAGAGCATATATATATTCAGACTTTTTATTATCTAAATAAATAAATAAAA
AAATAAAAAATARTABAAAACATTTATARTARAGCTCTTAAAAAATATTAAATTAATAAAAATGGATAAAGTCAAT
AACTGTTGCTGTGGTGAAAATGCTAAACCCTGTTGCACAGACCCAAATAGTGGATGCTGCTGTGTTAGTACAACTA
ATAACTGTTGCAAATCTGACACTAAAGAGTGTTGCACTGGTACAGGAGAAGGATGCAAATGTGTTAATTGCAAAT
GTTGCAAACCTCAAGCTACTTGCTGCTGTGGAGTTAATGCCAAACCCTGCTGCTTAGATCCCAATAGTGGATGCTG
CTGTGTTAGTAAAACTAATAACTGTTGTAAATCAGATACTAAAGAATGTTGCACTGGTACTGGAGAAGGATGTAAA
TGTACTAGTTGTTAATGCTGCAAACCTGCTTAGACAGGATGTTGCTGTGGCGATAAAGCTAAGGCTTGCTGTACTG
ATCCAAACAGTGGATGCTGTTGCTCAAATAAAGCAAACAAATGCTGTGATGCTACTTAAAAATAAGAATGTTAAAC
TTGTTAATGCTGTAAATGAAAAAATAAACATTAAATATTATTATCAGTAATTCATAACTACATAAAACAAAATATCG
TATTAATATTAAACTTTTTTATTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAS'
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TmalaMTT2 (CAMT):

5'AAGTTTTTAAAATAAATTAAATTGATTTTCAAACATTTTCTTTCTTTCTTTTAAAAGAGAAAAATAAGTATTATCAT
TTAATTTTTGATATGTTTTTATAAAAATTTTATTCCATTCATCTTAAATTATTAAGCTAAAACTTATTTCTAAATATAG

GAGAATAGGAAAAATAAAATATTAAAAAAAGAATGTTAAATTGATTTGTTGGTTCTTATAATAAAATACACATTTT

AGAATATTAATTAAAATTCTTTTATCTTATATAGATATTCCTTATTTGTTTGATGATTTTTATTG TTAATAAACATAAA

ATATAATTTGACATTTTGATAATTGATTATAATTATTAGTATTAAAAATTGAAATTATATCCATTCAGTATTTTTTTAT
TTTCATATAATTTTTCTTTGTTAAATACAATATTCTATCAATCCCTTCTAAGTAAAAGTARTABATTTATTTTTGAAAA

AAGTAATGAGAATGATTATTCATGGTGAAATCAAGAGTCAATTTATAATTTTTTCTATTCTATAAATAACATTTAATT
CTTGAATTATTCATAAATATTTAGAAAAATTTTAGATTTTTGATAAATGTAAACACTAACTCATGATE TAA TTATAT
TTTAACTAAGTTCTCATAAAAAATAAAAAAATATTAAACTTAAAATGATGAATTATAATTTTATTTCTATTACAATCT

ACTACAAAATTTATTTTTTTTTATCTAAAATTAATTTTTAATTCCTGAATTATTCATAAATATTTGGTAAAATTATAGA

TTACTGATAAATTTTTACAACTCATGATTAAATTGAAATATATAAAGAAAACTCCCATAAAAAATAACAATGTATGA

AATTTAAAATAATGAAATTTCTATTTAAATCTACTACCAAATCTAATTTTTAAAAATTATGCATATTTTTTTGTATTTTT
GTATACTTTTAGAAAATTTCTACATCTTAAATATCTAAGCTTTAGAAATTCTGTTTGTCGATTTATTGATAAGAAATT

AAAGTAAAAAACTTATTGAAATTTCATTAAAAATAACTATACCTATGTAAAATAGAACTAAAATTTAATTCTAAAAA

TAGATTGTTAGAAAAACCATAAAAAATAAAAATAAATAAATARTAACTCTTATTAAAGAATATTAAATTGATCTGTT
CATTAATTAATAACTAAAATTTTATAATAAAAAATGATTTTTCCTAATTTTTATTATTTTAATTATTTAAAAAATAAAA
TATAATTTCATAAATTCAACAATTAGCTTAATAATATAAAAAATGATATTATTTTCTTTATTTTTTAATTTTTAAAGTC

TAATTTTAACTGTAAAAATCTCAAAATAATTAAATTTTTTATTTTTACTAATTGTCTACTCTTTATTTTAGGTGCGATT

CTTGAATTTTTCATCAAATCTTCTAATTAAATGTTATAGATTAATTACTGATAAAAAAAATAAAAATTTA GOARGAGT
BAFGAITG A AATCGAGAGTCAATTTTTTCAAATCTATTATTAATCTATAAATTTTGAATTACTTATAGATATTTAGTAA

ATTTTTAGCTTCTGATCAATTCCTTATCTCATAAATTATGATTTAATTTATCAGATTAGTTAAATAGAGTATAAATACA
TTGATATTTTTATTAAATATATAAATTAAATTATABTAAACATTTAATAAAGCTCACATAAAAAAGAAAAAAATART

BAACATAAAATAATGGATAAAGTTAACAATTGTTGCTGTGGTTTAAATGCTAACCTCTGCTGTACAGATCCAAATA

TTGGATGCTGCTATGCTAGTAAAACTGATAATTGCTGCAAAAATGATACAAAGGAATGCTGTACTGGTACCGAAAT
AGAAGGATGCAAATGTATTAATTGCACGTGCTGCAAACCTCAAACAACTTGTTGCTGTGGAATTAATGCAAAACCC
TGCTGTTTAAATCCTAATAGTGGATGTTGCTGTGTTAGTAAAGCTAATAACTGTTGTAAATCAGATACTAAAGAATA
TACTGGTTCTGCAGAGGGAAGTAAATGCACTAATTGTTTATGTTGCTAACCTTCACAATCAGGATGCTGCTGTGGA

GATAAAGCTAAGGCCTGCTGTACTGATCCGAATAGTGGATGCTGCTGCTCAAGCAAAGTAAATAAATGTTGCGAT

GCTACTTAAAAGCAAGAATGTTAATCTTGTTAGTGCTGTAAATGAATATAAATCAAAATTATTATTACTAGTATCTA

TATTCATATTTACATAAAATTAAATTATAGTACTTTTTTTAATTTTGATACTGATTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAS'

TmalaMTT3 (CAMT):

5'ATTAACGAAATGGATAAAACTTCTTAAGAAAGCTCTAAAACTTGTTGCAAAACTGAAGAGAAATGGTGCTGCTG
CCCTAGTGAAACTTAAAATTGCTGCAACTCTGACGATAAGCAATGTTGTGTTGGTGAAGGGGAAGGATGCATATA
TGTATGCTGTAAGTGCTGTAAGGTTAAAGCTGAATGCAATTGTGGACCTAACGCTAAATACTGCTGTATTGATCCT
AATACTGGAAACTGTTGTGTATGTAAAACTAAATTTTGCAGCAAATCAGATTCTACCTGCAAAAAAACTGAAGAGA
AATGGTGCTGCTGTCCTAGTGAAATTTAAAATTGTTGCAACTCTGATGATAAGTAATGTTGTGTTGGTTAAGGAGA
AGGATGTATATATGTATGCTGCAAGTGCTGTAAGGCTCAAGCTGAATGTAAGTGTGGACCTAATGCTAAATACTGC
TGTATAGATCCAAATACTGGAAACTGTTGTGTATGTAAAACCAAATTTTGCAGTAAATCAGATTCTAAAGAATGCT
GTCCTGGAGGCAAATGCTGAAACTATTAATCTAAAAACAATCTAACTTAGGCAATGAAATATTAAAATATTCTTGG
AATAAAAATAATTATTTACACTAAAATAAATTGATAAATAAATATGCTATTTTTCATTTTATTAATTGTAATATTTCAC
ATATGAATATTGAGTTGTATTTTTTTTTCCAAATAATTAAAAAAAAAAAAAA 3'

TmalaMTT4 (CAMT):

5'AATTAGTAAACTTATAAATATTAACGAAATGGATAAAACTTCTTAAGAAAGCTCTAAAACTTGTTGCAAAACTGA
AGAGAAATGGTGCTGCTGCCCTAGTGAAACTTAAAATTGTTGCAACTCTGAAGGTAAATAATGCTGTGTTGGCTAA
GGAGAAGGATGCATATATGTATGCTGCAAGTGCTGTAAGGCTTAAGCTGAGTGTAAGTGTGGACCTAATGCTAAA
TACTGCTGTATAGATCCAAGTACTGGAAACTGTTGTGTATGTAAAACTAAATTTTGTAGTAAATCAGATTCTAAGG
AATGCTGTCCTGGAGGTAAATGTTGAAAGTATGTATCGAATAACTATGCAGCTAAAGCTATGAAAATATATTTTTA
AAATTTTCTAATGATGAATTTAAGATAATTAAAGCAAGATTAGCTTGTTAAAGATAGTATATAAAACTTTTTTAAAT
ATCAAATAAAATTGATTATGAGTTTCAAAATAATTCCAATAATTATTTATATTTAAAAATGGATAAATATGTATTTTT
AGTGCATTATTTGTTATGTAAGCTGTATGATAATATTGATATTTTTATTATTATTAATTAAAAAAAAAAAAAAAAS!
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TmalaMTT5 (CuMT):

5 AATATARTAATTATTATCTTAAATAAAAATATCTATCTTATAATGCAATATTAAAATATCAATAAATACTTTCTTTTA
ATCATAATTCAATCCATGATATTAACTATAAAACATAAATTTAATCATAAAAGAATCTTTTTAAAGTGGATGTTTAAA
AAAATGATTTATTTATATTTATGCCTTTTATTTTTATTTATTTATTCAATTTAGAATAAATTCTCCCATTAAAAATTTCT
TAAATTTGAGTTTTAAAAGAATTTAAGGCCTTGAATGTGTTCTAATATGAATTTATCATTTGACTCTTTTTTTAATAT
GTTTTAAAAGAAGACATAAATAACTTTTCTTGTAAATTTTTAAAATTAATGAGGAACAAAAACCTTTTTCAAATTTAG
AGCATTTAATTTATIARTAAATATTTGGTAATGTATCATTCTTACTCAGATTTTATTTTAAAATTTGTTTTTTTACTCTC
TAAAACTATTACAAATTTAGATGTTTATTCAAAATTAAAATATTTTAAAGATATCGTATGGATTTTAAGCTTCCTTAT
AAAATATATAAGACTTGTAATTTTTATTTCGAGATGTTATCAATAATTTTATTAAATAAGCTTGTAAATAAAACTTAT
GAAGTGTTTATTTTTTTCCTAAAGAGAAGCGAATTTAATTATGTATTATAATTCTTTTAGTATTATTTGAGCCATCAA
GATAGTTTTAACCACCAAACAGAAAGGTCTTCTAAAATAAATTCTTTTAAATATCACTTCTCGTCAGTTTATTAACAT
AATTTCATTATTTCTAATGACTAAATTTAGTTAATTAAAAATCAAATTTGCATGGTCTTGCTATGAATTCAAATTTTTG
TTTTATGTAAAATACATACAAGCGCTAATCCATTATTCTTTAATGGATATTTAGCTAGTTAATGTGATATAAATTGAA
ATTTAGGTATCTTATTCTCTTTTTACTATATTCTACTTACTTTTTGCCTTTATTTGACTAAATTCAAAACTCTTGAACTTT
TAGATGAAAATCACTTAATCACTCTTGAGCTARTAAACAATTATTTTGATAATTACGTCAATTAATTGAGTTTAGCCT
TGTTTTGAAAATATCAAAAAAACTCCAAATATGATGTAACAAAGATAAAACTCTTGAGCAATATTTTCAGCCTTATT
TTATTTTCAAAATCAAATCTATTTCAAATCCTTATTGAAACTATTAAAATTGTTAAGCTTTATTGAGTACTTACAGCTG
AATCTATAAGCAGTAGTATATTTACTAAAAATGACAACACATTTAAATGAAAAGTTGCTTTAATTTACTTCAACCTCT
TTTTTTATTTTTTCATTTATTTTTACCAACAATAAAGATGAGAAAAAATTTCCATAAGAAATATTTTATCCCATTTTTTC
TAGATTTTTTTCAAATATGCAAAAATTTAAAATAGAAAACATAAAATTACATAAATTTAATTCCAGGTAATTGTTTGA
GTGTAACAAAAAGAAATCAGTAATTGTTAAAGTTAATCTGCAACTAAGGTAGTGATTCCTTAGGCTCAAGAGTTTT
TTAGAAAAATCTGATTAATTTTAACAAAAATTGTGCCTATAAATAATAGGTCTTCAATCATICA 77T TAATTTTAATA
ATCAAAACAATCAAATAAACAATAAAAAAACATCTAAAAAAACAAGCAAAACAATTTTAAAATAAATGGATACTCA
AACTTAAACTAAGGTCACCGTTGGATGCTCTTGCAACCCTTGCAAATGCCAACCTCTCTGCAAATGTGGTACTACTG
CTGCTTGCAACTGCCAACCTTGTGAAAACTGCGATCCCTGCTCATGCAATCCCTGCAAATGTGGTGCTACTGAAAG
TTGTGGTTGCAACCCTTGCAAGTGTGCTGAATGTAAATGCGGATCCCACGETGAAAAGACCTCTACTTGCAAATGC
AACCCTTGTACTTGTAACCCTTGCAAGTGTGGTTCTACCTCCAACTGCAAATGCAACCCTTGCAAATGTGCTGAATG
CAAGTGCTGATCAATCAACATTGAATTATAACAAAAAATAAATATATCTATTACAACATAACTTAAAAATAAGGATT
TAACTAAACTTAAATTATTGAATGTATTTTATTTAGAATATATATATGTTAGTTAAATCTAATTATTAATTCTATTTTT
CTTTAATTTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAS'

TpatMTT1 (CAMT):
5'AATCAATTAATCATAATAAACAAACAAACTTAATATAATAAAAACATACACTAAAATAATTAATCAAAATGGATA
AATAATAGACCTGCTGCTGTGGTGAGAATGCCAAGCCATGCTGCACTGACCCTAACAGCGGATGCTGCTGTTCATC
AAAAGACAACAACTGCTGCAAATCTGACACAAAGGACTGCTGCACTGGAGACAACTAATCAGGATGCAAGTGTAC
TTCCTGCAAGTGCTGCCAACCCACCAAGGCTACCTGCTGCTGTGGTGATAAAGCTAAGCCTTGCTGCACTGATCCA
AACAGTGGATGCTGTTGTTCCAGCAAAGATAACAACTGCTGCAAACCAGATACTAAGGATTGTTGCACTGAGGAA
TAAGGAAATGCTTGCAAGTGCAAGACTTGTTAATGCTGTCAATGATCAATCATTGATTTATTTCATATATAATTTAA
AAGTATTCTATGTTGTATAAAAATAGTATTTCATAATTCTAATTTGAAAAAAAAAAAAAAAS'

TpatMTT2 (CAMT):
5'AATAATCAATTAATCATAATAAACAAACAAACTTAATATAATAAAAACATACACTAAAATAATTAATCAAAATGG
ATAAATAATAGACCTGCTGCTGTGGTGAGAATGCCAAGCCATGCTGTTCTGATCCTAATAGTGGATGTTGTTGTTC
ATCTAAAGAGAACAACTGCTGTACTCATAAATCAGCTGAAAATAAAGATAATTGCAAGAACTGTAAATGCTGTCAA
CCTAGTTAAAATACAACTTGCTGTTGTGGTGATAAAGCTAAATCTTGTTGCTCTGATCCTAACAGTGGATGCTCTTG
TGCTTAGAAAGGTAACGACTGCTGCACATCTGAAAATAAAGGTACTTGCAAGAATTGCTAGTGTTAAACTACCTGC
TGTTGTGGTGATAAAGCTAAATCTTGTTGCTCTGATCCTAACAGTGGATGCTCTTGTGCTTAGAAAGGTAACGACT
GCTGCACTGGTAAATCATAGGATAATAAAACCAAGTGTAAGAACTGTTAATGCTGTCAATGAACAGTTTTATTAAG
ATTACTTTTGAATATATATTTTTTTIGATTAGAATGATAATTTTITATTTAATTTATAATTATTTTATGTATTTTTAAATAT
TAATAAAAAAAATTGATCCTGTCGAGATATATATTCATTTATGTTATGTATTATTTTTTTTAATTTAATTCAATCTAAA
AAAAAAAAAAAAAA3!
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TamerMTT1 (CAMT):
5'CAATAAAGCTCTAATAAAATAAATAATAATACTAAACTTAAAATAATGGATAAAGTTAATAGCTGTTGCTGTGGT
GTAAATGCTAAACCCTGCTGCTTTGATCCCAATAGTGGATGTTGCTGTGTTAGTAAAACTAATAACTGTTGTAAATC
TGATACTAAAGAATGCTGTACTGGTACTGGAGAAGGATGCAAATGTACAAGTTGCTAATGCTGCAAACCTGTTTAA
TAAGGATGTTGTTGTGGTGATAAAGCTAAGGCTTGCTGTACTGATCCAAACAGTGGATGTTGCTGCTCAAATAAG
GCAAATAAATGCTGTGATGCTACTTCAAAGCAAGAGTGTTAGACTTGTTAATGTTGTAAATGAAATAAATATGTTA
ATTAAAATTTAAAATATGTTGATGTTGTAATTCATAATTGCATAAAATCAGTTTCGTATTTTATTAAAAACTTTAATA
TTATCATCCTAAAAAAAAAAAAAAAAAS'

TamerMTT2 (CAMT):

5'AATTGTTGTTGCGGTGAGAATGCTAAGCCATGCTGCACAGACCCTAACAGCGGATGTTGCTGCGTAAGTAAGAC
TGATAATTGCTGCAAATCTGACACAAAGGAATGTTGCACTGGTACAGGAGAGGGATGCAAATGTGTTAATTGCAA
GTGCTGCAAACCTCAAGCAAATTGTTGCTGTGGAGTTAATGCTAAACCCTGCTGCTTTGATCCCAATAGTGGATGT
TGCTGTGTTAGTAAAACTAATAACTGTTGTAAATCTGATACTAAAGAATGCTGTACTGGTACTGGAGAAGGATGCA
AATGTACAAGTTGCTAATGCTGCAAACCTGTTTAATAAGGATGTTGTTGTGGTGATAAAGCTAAGGCTTGCTGTAC
TGATCCAAACAGTGGATGTTGCTGCTCAAATAAGGCAAATAAATGCTGTGATGCTACTTCAAAGCAAGAGTGTTA
GACTTGTTAATGTTGTAAATGAAATAAATATGTTAATTAAAATTTAAAATATGTTGATGTTGTAATTCATAATTGCA
TAAAATCAGTTTCGTATTTTATTAAAAACTTTAATATTATCAAAAAAAAAAAAAAAA 3

TamerMTT3 (CuMT):
5'AGCGGGGAATTAACTAAAAAAATAACAAAAAAACAACTTTAAAAAAAAAAACAAACAAAACAACTATAAAATAA
ATGGACACTCAAACTCAAACTAAGGTCACTGTTGGATGCTCTTGCAACCCTTGCAAATGCCAACCTCTCTGCAAAT
GTGGAACTACTGCTGCTTGCAATTGCCAACCTTGCGAAAACTGCGATCCCTGCTCTTGTAATCCCTGCAAATGTGGT
GCTACTGAAAGCTGTGGCTGCAATCCTTGCAAGTGTGCTGAATGCAAATGTGGATCTCACACTGAAAAGACTTCTG
CTTGCAAATGCAATCCTTGTGCTTGTAATCCTTGCAATTGCGGTTCTACTTCCAACTGTAAATGTAATCCTTGCAAAT
GTGCTGAATGCAAATGCTGATTAATCAATCTTGAATTTAAGCAATAAATAAATAAAATTATCTGTTATAAATTAACC
TAAAAATAATATTTTAACCAAATTTAAATTATTGAATGTATTTTATTGAGAAGATATGTTAAGTCTACTTATTAATTG
TATCTTTCTTTCTTAAATTTTAAATATCTTAAAAAAAAAAAAAAAAAS'

MTT1a (presente exclusivamente en la cepa MTT5KD de T. thermophila):
5'ATGGATAAAGTTAATAGCTGTTGCTGTGGTGTAAATGCTAAGCCATGCTGCACAGACCCTAACAGCGGATGTTG
CTGCGTAAGTAAGACTGATAATTGCTGCAAATCTGATACTAAAGAATGCTGTACTGGTACTGGAGAAGGATGCAA
ATGTACAAGTTGCTAATGCTGCAAACCTGTTTAATAAGGATGTTGTTGTGGTGATAAAGCTAAGGCTTGCTGTACT
GATCCAAACAGTGGATGTTGCTGCTCAAATAAGGCAAATAAATGCTGTGATGCTACTTCAAAGCAAGAGTGTTAG
ACTTGTTAATGTTGTAAATGAAATAAATATGTTAATTAAAATTTAAAATATGTTGATGTTGTAATTCATAATTGCAT
AAAATCAGTTTCGTATTTTATTAAAAACTTTAATATTATCATCCTAAAAAAAAAAA 3!

MTT1b (presente exclusivamente en la cepa MTT5KD de T. thermophila):
5'ATGGATAAAGTTAATAGCTGTTGCTGTGGTGTAAATGCTAAGCCATGCTGCACAGACCCTAACAGCGGATGTTG
CTGCTCAAATAAGGCAAATAAATGCTGTGATGCTACTTCAAAGCAAGAGTGTTAGACTTGTTAATGTTGTAAATGA
AATAAATATGTTAATTAAAATTTAAAATATGTTGATGTTGTAATTCATAATTGCATAAAATCAGTTTCGTATTTTATT
AAAAACTTTAATATTATCATCCTAAAAAAAAAAAAAAAA 3'
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The Tetrahymena metallothionein gene @
family: twenty-one new cDNAs, molecular
characterization, phylogenetic study and
comparative analysis of the gene

expression under different abiotic stressors

Patricia de Francisco', Laura Marfa Melgar? Silvia Diaz', Ana Martin-Gonzélez' and Juan Carlos Gutiérrez'

Abstract

Background: Ciliate metallothioneins (MTs) are included in family 7 of the MT superfamily. This family has been
divided into two main subfamilies: 7a or CdMTs and 7b or CuMTs. All ciliate MTs reported have been isolated from
different Tetrahymena species and present unique features with regard to standard MTs. Likewise, an expression
analysis has been carried out on some of MT genes under metal stress, corroborating their classification into two
subfamilies.

Results: We isolated 21 new cDNAs from different Tetrahymena species to obtain a wider view of the biodiversity
of these conserved genes. Structural analysis (cysteine patterns) and an updated phylogenetic study both
corroborated the previous classification into two subfamilies. A new CuMT from a Tetrahymena-related species
Ichthyophthirius muiltifiliis was also included in this general analysis. We detected a certain tendency towards the
presentation of a CAMT tri-modular structure in Borealis group species with respect to Australis group. We report for
the first time a semi-complete paralog duplication of a CdAMT gene originating a new CdMT gene isoform in T.
malaccensis. An asymmetry of the codon usage for glutamine residues was detected between Cd- and CuMTs, and
the phylogenetic implications are discussed. A comparative gene expression analysis of several MT genes by gRT-
PCR revealed differential behavior among them under different abiotic stressors in the same Tetrahymena species.

Conclusions: The Tetrahymena metallothionein family represents a quite conserved protein structure group with
unique features with respect to standard MTs. Both Cd- and CuMT subfamilies present very defined and
differentiated characteristics at several levels: cysteine patterns, modular structure, glutamine codon usage and gene
expression under metal stress, among others. Gene duplication through evolution seems to be the major genetic
mechanism for creating new MT gene isoforms and increasing their functional diversity.

Keywords: Tetrahymena metallothioneins, cONAs, Structural characterization, Gene duplication, Phylogeny, Gene
expression
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Background

Metallothioneins (MTs) constitute a superfamily of small
ubiquitous cytosolic proteins (25-82 aa, 2.5-8.0 KDa)
which are able to bind metal cations through their numer-
ous cysteine (Cys) residues (18-23 Cys organized in con-
served domains). Several functions have been proposed
for these proteins [1], such as protection from toxic metals
and oxidative stress [2], essential-metal homeostasis [3]
and protection against xenobiotics [4]. Likewise, they have
been implicated in protection against neurodegenerative
diseases [5], apoptosis and the biology of aging [6], as well
as in processes of development and cellular differentiation
[7]. This is the reason why these proteins are considered
to be multifunctional proteins, involved in many diverse
cellular processes.

Since 1957, when the first MT was described [8],
more than 20,000 articles have been dedicated to the
study of the structure, biochemical or functional fea-
tures and gene expression analysis of MTs [9]. MTs
have been reported in both eukaryotic organisms (pro-
tists, yeasts, phylamentous fungi, higher plants and
animals) and prokaryotic cells (cyanobacteria, y- and
a-Proteobacteria and some Firmicutes) [10, 11]. To
date, the presence of MTs has been reported among
ciliated protozoa in only two genera (Tetrahymena
and Paramecium) [12—-17]. However, with regard to
the putative Paramecium MT gene, no experimental
data has been reported on its gene expression under
metal stress [17]. Experiments on expression are
therefore needed in order for it to be considered as a
real MT. Attempts to classify MTs have been made by
different authors. In 1999, Binz and Kigi [18] pro-
posed a classification based on 15 families, defining
one MT family for each main taxonomic group of
organisms except fungi, to give six different sets. In
this classification ciliate MTs are included in family 7,
which has been subsequently divided into two main
subfamilies: 7a or cadmium-binding MTs (CdMTs) and 7b
or copper-binding-MTs (CuMTs) [19]. At present, subfam-
ily 7a includes 14 CdMTs from different Tetrahymena
species: two from 1. pyriformis (TpyrMT-1 and TpyrMT-2)
[14, 20], three from T. thermophila (TtheMTT1,
TtheMTT3 and TtheMTT5) [19, 21], one from T. tropica-
lis (TtroMTT1) [22], one from T. rostrata (TrosMTT1)
[23], one from T. pigmentosa (TpigMT-1) [15], one from T.
vorax (TvorMT1), one from 7. mobilis (TmobMT1) and
four from T. hegewischi (ThegMT1, ThegMT2, ThegMT3
and ThegMT4) [16]. Subfamily 7b contains 7 CuMTs: two
from T. thermophila (TtheMTT2 and TtheMTT4) [19, 24],
one from T. pigmentosa (TpigMT-2) [15], two from T. tro-
picalis (TtropMT1 and TtropMT2), one from T. rostrata
(TrosMTT2) [23] and one from an unspecified Tetrahy-
mena spl.7 (spl.7-MT1). The two subfamilies differ mainly
in their typical Cys residue clustering [12, 13].
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Tetrahymena MTs have unique features with respect
to MTs from other organisms. Their lengths (78-191 aa)
and molecular masses (8.2—-20 KDa) are higher than MTs
from vertebrates (25-82 aa; 2.5-8.0 KDa); therefore, they
have a considerably higher number of Cys residues and a
potentially larger metal binding capacity per MT molecule
[12, 13, 25]. As detected in other organisms, a remarkably
regular and hierarchical modular structural organization
has been observed in Tetrahymena MTs, mainly CdAMTs
[12, 13, 16, 19]. Several authors have proposed evolution-
ary history models for these MT genes, based on their
modular and submodular structure and gene duplication
as the main mechanism involved in MT evolution [12, 16,
19, 26, 27]. In general, MT genes can be induced by an ex-
tensive range of different environmental biotic or abiotic
stressors, such as metal(loid)s, oxidative agents, heat or
cold shocks, hormones, cytokines, pH changes, starvation,
and a large variety of organic chemicals or drugs. Likewise,
Tetrahymena MT gene expression can be induced by very
diverse stressors [12, 13, 19, 20, 23, 24].

In this study we report the cloning and characterization
of 21 new MT genes (cDNAs) isolated from five Tetrahy-
mena species never before analysed: T. borealis, T.elliotti,
T.americanis, T. patula and T. malaccensis, selected from
the two main taxonomic Tetrahymena groups (australis
and borealis) [28]. Thereby increasing the CAMT se-
quences by about 46 % and the CuMT sequences ~ 56 %
in the Tetrahymena MT family, to give us a broader view
of these highly conserved molecules. Furthermore, a new
putative CuMT from the Tetrahymena related species and
fish parasite Ichthyophthirius multifiliis has been incorpo-
rated into the actual in silico analysis of the MT sequence
list (after exploration of its already sequenced macronu-
clear genome). Owing to the high nucleotide sequence
identities among these MT genes, it has only been possible
to analyze six of them by quantitative RT-PCR under
different metal(loid)s and other environmental stressors.

Results and discussion

New Cd- and CuMTs from different Tetrahymena species
At present, there are about 42 known species of the genus
Tetrahymena. These have been classified into two main
groups: australis and borealis, according to the small sub-
unit ribosomal gene (SSrTRNA, 17-18S) [28]. At the same
time, the borealis group is divided into three groups or
ribosets: RSA1, RSA2 and RSB. In order to isolate new MT
genes, Tetrahymena species from the SSTRNA phylogenetic
tree were selected [28] to obtain a broader wide view of the
biodiversity of these conserved genes. Table 1, shows all the
Tetrahymena MTs reported up to now, including the new
MTs isolated in this study. So far, 13 Tetrahymena species
have been analyzed (~31 % of the total known species): 9
from the Borealis group and 4 from the Australis group.
From these, a total of 26 CAMT and 15 CuMT sequences
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Table 1 Present ciliate metallothioneins

Taxonomic group  Ciliate species  CdMT CuMT Total
Borealis (RSA2) T. borealis TborMTT1? ThborMTT3? 7
TborMTT2®  TborMTT4?
TborMTT6®
TborMTT7?
TborMTT8?
Borealis (RSA2) T. elliotti TelliMTT1? TelliMTT6® 4
TelliMTT2? TelliMTT8?
Borealis (RSA1) T. malaccensis ~ TmalaMTT1®  TmalaMTT5® 5
TmalaMTT2?
TmalaMTT3?
TmalaMTT4°
Borealis (RSA2) T. mobilis TmobMT1 ? 1
Borealis (RSB) T. pyriformis TpyrMT-1 ? 2
TpyrMT-2
Borealis (RSA2) T. rostrata TrosMTT1 TrosMTT2 2
Borealis (RSAT) T. thermophila ~ TtheMTT1 TtheMTT2 5
TtheMTT3 TtheMTT4
TtheMTT5
Borealis (RSA2) T. tropicalis TtroMTT1 TtropMT1 3
TtropMT2
Borealis (RSB) T. vorax TvorMT1 ? 1
Australis (RSC) T. americanis ~ TamerMTT1?®  TamerMTT3® 3
TamerMTT2?
Australis (RSC) T. hegewischi ~ ThegMT-1 ? 4
ThegMT-2
ThegMT-3
ThegMT-4
Australis (RSC) T. patula TpatMTT1? ? 2
TpatMTT2?
Australis (RSC) T. pigmentosa ~ TpigMT-1 TpigMT-2 2
Ichthyophthiriidae | multifiliis ? ImMMTT2? 1
Total 14 26 16 42

“New Cd- or CuMTs reported in this study. RS: riboset. ? : unknown

have been reported (Table 1). In the present study, we in-
corporated 12 new CAMT cDNA sequences (~46 % more)
and 9 new CuMT cDNA sequences (~56 % more), so
thereby considerably increasing our knowledge of these
conserved genes. Also included in this analysis was a new
CuMT sequence from the ciliate parasite (that causes white
spot disease in fresh water fishes) Ichthyophthirius multifi-
lits (taxonomically related to Tetrahymena, because both
are located in the same Hymenostomatia subclass), giving a
total of 16 CuMT sequences considered in this study
(Table 1). Of the new CAMT cDNA sequences, one (Tma-
laMTTI) is identical to the previously reported TmalMT1I,
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also isolated from the T.malaccensis [16]. However, in this
putative ¢cDNA [GenBank: HQ166894] 5'or 3'UTRs have
not been reported, while our TmalaMTT1 cDNA already
presents both UTR regions [GenBank: KU167646].

Ciliate MTs (family 7) [18] have been divided into two
subfamilies: 7a (CdMTs) and 7b (CuMTs) [19]. An updated
phylogenetic tree drawn up to include the new inferred
amino acid sequences from all the new ciliate MT genes
(Fig. 1), confirms the previous classification into two large
groups or subfamilies: CAMTs and CuMTs. This is due to
the strict Cys residue patterns or modular configuration of
these proteins in both MT groups (Figs. 2 and 3). Although
the CuMT sequence from I multifiliis (ImMTT?2) is clearly
separated from the rest of the Tetrahymena CuMTs, it is
completely integrated in the CuMT group or subfamily
(Fig. 1). In general, MTs from the same Tetrahymena spe-
cies are located close together in the tree, although this is
not always the case. This may indicate a certain convergent
evolution of these genes into the Tetrahymena genus, or a
common ancestor gene structure which originated very
similar proteins through the different Tetrahymena species.

Cysteine patterns

Cysteine (Cys) residues are the main amino acids in MT
composition because they are the chelating points for
metals, forming metal-thiolate clusters [29, 30]. The
total amount of Tetrahymena MT Cys residues is con-
siderable (up to 54 residues for CdMTs) (Table 2), due
to the longer length of these molecules with respect to
standard MTs. However, the average Cys percentage of
these MTs lies within the average Cys percentage values for
standard MTs (7-21 Cys residues) (Table 2). Traditional
Cys (C) clusters appear in Tetrahymena CdMTs as in
standard MTs, such as: XCCX (34.94 %), CXC (10.72 %)
and XXCXX or non-clustered Cys (4.16 %) (Table 2). In
addition, they have other Cys clusters that are almost exclu-
sive to Tetrahymena CdMTs: CCC (3244 %), CXCC
(1691 %) or CXCXC (0.83 %) (where “X” is any other
amino acid different to Cys) (Table 2). These unusual Cys
clusters also appear in the MTs of certain other organisms,
such as the annelid Eisenia foetida (CCC) [GenBank:
P81695], the yeast Yarrowia lipolytica (CCC) [GenBank:
QI9HFDO], the arthropod Callinectes sapidus (CCC and
CXCC) [GenBank: AAF08966], the mollusk Crassostrea
virginica (CCC and CXCC) [GenBank: AAZ94898], the
American lobster Homarus americanus(CXCC) [GenBank:
P29499], the amphibious Xenopus laevis(CXCC) [GenBank:
AAB60616], the yeast Saccharomyces cerevisiae (CXCXC)
[GenBank: AAA66061], the nematode Caenorhabditis ele-
gans (CXCXC) [GenBank: P17511] and the purple sea ur-
chin  Strogylocentrotus purpuratus (CXCC) [GenBank:
P04734]. In Tetrahymena CdMTs, CCC and XCCX are the
most abundant clusters (Table 2). However, in ciliate
CuMTs CCC, CXCC and CXCXC clusters are almost
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Fig. 1 Phylogenetic tree of all ciliate metallothioneins. Two well defined groups corresponding to both MT subfamilies are observed. Multiple
alignments of amino acid sequences were obtained by using the T-Coffee program. Numbers indicate bootstrap values (<50 % are not shown)
from 2000 replicates. Brach lengths are drawn to scale as indicated by the scale bar. The names of the new MT sequences reported in this paper
are indicated into the red boxes. See Table 1 for ciliate species identification

ImMMTT2 j

absent (Table 2). On the other hand, the predominant clus-
ter in these CuMTs is CXC (92.34 %), as in MTs from other
organisms.

Another structural feature differentiating both Tetra-
hymena MT subfamilies is the relation between Lys and
Cys residues along the polypeptide backbone. Lys resi-
dues also seem to have an important role in these pro-
teins because Cys reactivity depends on the proximity of
these basic amino acids. In ciliate CuMTs (subfamily

7b), as in mammalian MTs, Lys (K) residues are usually
contiguous to Cys residues. Furthermore, the great ma-
jority of CXC motifs in CuMTs are CKC clusters (Fig. 2).
On the other hand, in Tetrahymena CdMTs (subfamily
7a) the CKC clusters are less frequent and normally lim-
ited to the C-terminal regions of the type 2 submodules
(Fig. 3). At physiological pH, Lys residues are positively
charged, and it has been reported [31] that the presence
of these adjacent basic residues considerably decreases
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CuMTs Length
TpigMT-2 MDTQTQTKLTTACKCNPCKCQPLCKCGTTSACNCOPCE -~~~ ———==—=——————————————————— 38
TtheMTT2 MDTQTQTKVTVGCSCNPCKCQPLCKCGTTAACNCQPCE-—============ === == —m———— e~ 38
TtheMTT4 MDTQTQTKVTVGCSCNPCKCQPLCKCGTTAACNCQPCE === =========== === === ————— e~ 38
TrosMTT2 MDTQTQTKLTTGCKCNPCKCQPLCKCGTTAACNCQPCE —========= === === == —m———— e~ 38
TtropMT1 MDTQTQTKLTVACKCNPCKCQPLCKCGTTSACNCQPCE - === ===== === === === —m———me = 38
TtropMT2 MDTQTQTKVTVGCSCNPCKCQPLCKCGTTARCNCQPCE-—————=====——=———————————m— - 38
spl.7-MT1 MDTQTQTKLTVGCKCNPCKCQPLCKCGTTSSCNCQPCE-———————=————————————————————— 38
MDTQIQTKLTQGCSCNPCKCQPLCKCATTSACNCQASE——————========————————————— - 38
MPTSFASVVP--———————————————— LPACNCQPCE-——=========—————————————————— 20
MDTQIQTKLTOGCSCNPCKCOPLCOCGTTSACNCQASE-—————====——==————————————————— 38
MDTQTQTKLTSGCTCNPCKCQPICKCGTTSACNCQASY—======= == === —— o ——mm oo 38
MDTQIQAKLTTGCKCNPCKCQPLCKCGTTAACNCQPCE - === ====== === === == —m———me 38
MDTQTQTKVTVGCSCNPCKCQPLCKCGTTAACNCQPCE - === ========== === == - ———— o= 38
MDTQTQTKLTVGCKCNPCKCQPLCKCGTTSSCNCQPCE - === —===== === == === ——m——mmmo oo 38
MDPQTQNKLTVGCKCNPCKCQPLCKCGTTSACNCQPCE-—————========———————————m— o 38
MDTQTQTKVTVGCSCNPCKCQPLCKCGTTAACNCQPCE-—=———===—==—————————————————— 38
MES[ISK---TAACKCNPCNCNP-CKCGTTAKCNCNNCOCNPCKCGTTAACKCNPCGCNPCKCGTTAQC 64
TpigMT-2 NCDPCSCNPCKCGTSDACKCNPCKCTDCKCAA ——————————m—mmmmm oo 32
TtheMTT2 NCDPCSCNPCKCGATESCGCNPCKCAECKCGSHTER 36
TtheMTT4 NCDPCSCNPCKCGVTESCGCNPCKCAECKCGSHTER 36
TrosMTT2 NCDPCNCNPCKCGVSDGCKCNPCKCADCKCT === === === == === == ———— oo oo oo 31
TtropMT1 NCDPCSCNPCKCGTSEACKCNPCKCAECKCGSATDK 36
TtropMT2 NCDPCSCNPCKCGVTESCGCNPCKCAECKCGSI;EK—— 36
spl.7-MT1 NCDPCSCNPCKCGATESCQCNPCKCAECKCCTHAVK 36
NSDACACNPCKCGVSGTCKCNPCQCVDCKCGTASQQONVGCKCDTCACNPCRCGVSDACQCNTCKCGD 67
NCDPCNCNPCKCGVSDGCKCNPCKCADCKCT - === === === === = ——m oo oo 31
NSDACTCNPCKCGVSGTCKCNPCSCVDCKCGTASQQSVGCKCDTCACNPCKCGVSDACQCNTCKCGD 67
DNEACSCNPCKCGVTSSCQCNPCKCGDCKCGAVSQVTAGCKCNPCSCNPCKCGVSASCSCSSCQCSD 67
NCDPCNCNPCKCGVSDGCKCNPCKCADCKCT —— === === === === == —m——— oo oo oo 31
NCDPCSCNPCKCGATESCGCNPCKCAECKCGSHTER--——---—----———————————cm - 36
NCDPCSCNPCKCGATESCSCNPCKCAECKCGTHDVKTSACKCDPCSCNPCKCGVTQSCQCNPCTCAE 67
NCDPCSCNPCKCGATENCQCNPCKCAECKCGNEARK - ———————==——=—————————o 36
NCDPCSCNPCKCGATESCGCNPCKCAECKCGSHAEK-——————===—====————————— o 36
NCTNCQCNPCRCGTTAQCKCNPCGCNPCKCGTTAQ--~~CNCTNCQCNPCRCG-—=—========~~ 49
TPigMT-2 == mmmmmmmmmmmmmmmmme o SAGCKCSPCNCTDCKCTGTESC-C-------~- QKQ 26
TtheMTT2 -TSACKCNPCACNPCNCGSTSNCKCNPCKCAECKC 34
TtheMTT4 —  —---——--- TSACKCNPCACNPCKCGSTSNCKCNPCKCAECKC 34
TroSMTT2 == —mmmmmmmm oo GTKSC-C-------- QKK 9
TtropMT1 -——--———-STACKCNPCACTECNCGATSN-—----——-————-———— C-C-----—-- QKQ 26
TtropMT2 -- -TSACKCNPCACNPCKCGSTSNCKCTPCNCAECKC 34
spl.7-MT1 =~ —-—=—=—=——- TSACKCDPCSCNPCKCGVTQSCQCNPCTCAECKC 34
CKCGSVSQQTAGCKCNPCTCNNCKCGVSASCKCNPCKCADCKCSGSESC-C-——=—==~ QKQ 53
———————————————— GTESC-C--------QKN 9
CRCGSVSQQTAGCKCNPCTCNNCKCGVSASCKCNPCKCVDCKCSGSESC-C-——————~ QKQ 53
CKCGTVSQATVGCKCNPCTCNPCKCGVSASCKCNPCKCANCNCS 44
———————————————— GTESC-C--------QKN 9
————————— TSACKCNPCACNPCNCGSTSNCKCNPCKCAECK 33
CKCGTlSASTSACKCNPCTCNPCKCGVTSNCKCNPCGCSECKC 43
————————— TSACKCNPCGCSECKC 16
————————— TSTCKCNPCTCNPCKCGSTSNCKCNPCKCAECKC 34
———————— TTAQCKCNPCGCNPCKCGTTAQCNCTNCQCNPCKCGTTDNCKCGNGCQCNPCKC 54
Fig. 2 Molecular structure of subfamily 7b (CuMTs). Multiple alignments were made using the T-Coffee program, followed by visual inspection
and manual adjustment. The new CuMT sequences reported in this paper are indicated with colored (orange) names. Yellow shaded regions indicate
conserved Cys (O) residues. Blue and grey shaded regions indicate Lys (K) or GIn (Q) residues, respectively. His (H) residues are indicated by red shading.
See the text for further explanation

the pK value thus decreasing the reactivity of Cys resi-
dues. Therefore, it is possible that Tetrahymena CuMTs
may have a certain metal buffering capacity that differs
from the one theoretically assigned to them.

Modular/submodular structure of the subfamily 7a
(CdMTs)

The highly conserved Cys residue locations in Tetrahy-
mena CdAMT sequences define a strict modular/sub-
modular structure in all of these proteins [19] (Fig. 3).

Each module was initially defined by the rule that every
segment (with several exceptions) carries a CXCCX
motif at its C-terminus, the last “X” being a Lys (K) or
Glutamine (Q) residue (Fig. 3). Module lengths vary from
32 to 63 amino acids and are separated by linkers of 2—-9
amino acids (Fig. 3). The number of modules per MT mol-
ecule is from 2 to 5, so at present 9 CdMTs have only two
modules (bi-modular structure): TpyrMT-1, TtheMTT5,
TrosMTT1, TpigMT-1, ThegMT1, TborMTT1, Tma-
1aMTT4, TpatMTT1 and TamerMTT1. The majority (13)
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sml

sml

*» sml + C-ter =

sm2

CdMTs -- -- Modul oo
Module Linker Submodule type 1 Submodule type 1 Submodule type 2 Length

TpigMT-1 mod 1 MDKQ----T CCCGENAKPCCFDPNSG CCCSSKENNCCKSDTKD CCSG-DKQENGCKCTSCKCCQ 59
TpyrMT-1 mod 1 MDKVNN--N CCCGENAKPCCTDPNSG CCCVSETNNCCKSDKKE CCTG-TG--EGCKCTGCKCCE 59
TpyrMT-2 mod 1 MDKVNN-NN CCCVESTQTCCSGVASG —-== ———= QCTNCQCCK 35
TtheMTT1l mod 1 MDKVN---S CCCGVNAKPCCTDPNSG CCCVSKTDNCCKSDTKE CCTG-TG--EGCKCVNCKCCEK 58
TtheMTT3 mod 1 MEKIN---N SCCGENTKICCTDLNRQ CNCACKTDNCCKPETNE CCTD-TL--EGCKCVDCKCCK 58
TtheMTT5 mod 1 ———-GESTKICSKTEEKW CCCPSETQNCCNSDDKQ CCVG-SG--EGCIYVCCKCCK 54
TrosMTT1 mod 1 CCCGENAKPCCTDPNSG CCCSSKTNNCCQSDTKE CCTG-TG--PGCKCTSCKCCK 57
TtroMTT1l mod 1 CCCGENAKPCCTDPNSG CCCSSKTNNCCKSDTKD CCTG-TG--QGCKCTGCKCCE 57
TmobMT 1 mod 1 CCCGENAKPCCTDPNSG CCCSSKTNNCCKSEVKD CCTG-TG--QGCKCTGCKCCQ 57
TvorMT1 mod 1 MDKVSN--N CCCGENAKPCCSDPNSG CCCVSKTNNCCKSDTKD CCTNKTG--EGCKCTGCKCCQ 60
ThegMT1 mod 1 MDKVENKQT CCCGENAKPCCFDPNSG CCCSSKEDNCCKSDTKD CCSG-DKQENGCKCTSCKCCQO 63
ThegMT2 mod 1 MDKVDNKQT CCCGENAKPCCFDPRTG CSCASKDNNCCTSENQ- —-—-—-—-——-—-———— GNCENCLCCQ 52
ThegMT3 mod 1 MDKVNNKQT CCCGENAKPCCTDPNSG CCCSSKDNNCCKADTKE CCTGDNKQ--GCKCTSCKCCE 62
ThegMT4 mod 1 MDKV-NKQT CCCGENAKPCCFDPKSG CCCSSQDNNCC-—-——— ————-— TDKSGKGNCENCKCCQ 52
TborMTT1 mod 1 MDKN----S CCCGENAKPCCTDPNSG CCCSSKTNNCCQSDTKQ CCTG-TG--PGCKCTSCKCCQ 57
TborMTT2 mod 1 MDTVN--QK -CCSSGTKTCCNDPKCQ CCCVSKEDSCCKTNTKG CCSSSTE---SCKCTCSKCCK 58
TelliMTT1 mod 1 MDKVS CCCGVNAKPCCLDPNSG CCCVSKTDNCCKSDTKE CCTG-TG--EGCKCTSCKCCK 58
TelliMTT2 mod 1 CCCGVNAKPCCLDPNSG CCCSSQTNKCCDSTSKS --- —~ECQNCKCCK a9
TmalaMTT1 mod 1 CCCGENAKPCCTDPNSG CCCVSTTNNCCKSDTKE CCTG-TG--EGCKCVNCKCCK 58
TmalaMTT2 mod 1 CCCGLNANLCCTDPNIG CCYASKTDNCCKNDTKE CCTG-TE-IEGCKCINCTCCK 59
TmalaMTT3 mod 1 ———-QESSKTCCKTEEKW CCCPSETQNCCNSDDKQ CCVG-EG--EGCIYVCCKCCK 54
TmalaMTT4 mod 1 ———-QESSKTCCKTEEKW CCCPSETQNCCNSEGKQ CCVG-QG--EGCIYVCCKCCK 54
TpatMTT1 mod 1 CCCGENAKPCCTDPNSG CCCSSKDNNCCKSDTKD CCTG-DNQ-SGCKCTSCKCCQ 59
TpatMTT2 mod 1 CCCGENAKPCCSDPNSG CCCSSKENNCCT.KSAE —KDNCKNCKCCQ 52
TamerMTT1 mod 1 CCCGVNAKPCCFDPNSG CCCVSKTNNCCKSDTKE CCTG-TG--EGCKCTSCQCCK 58
TamerMTT2 mod 1 CCCGENAKPCCTDPNSG CCCVSKTDNCCKSDTKE CCTG-TG--EGCKCVNCKCCK 53
TpigMT-1 mod 2 ----PTKAT CCCGDKAKPCCTDPNSG CCCSSKDNNCCKTDTKD CCTGD-KSVDACKCKTCTCCQO 59
TpyrMT-1 mod 2 ----PAKSG CCCGDKAKACCTDPNSG CCCSSKTNKCCDSTNKT ———————————— ECKTCECCK 48
TpyrMT-2 mod 2 —-KTTVSN- CCCAQNQIKCCSSSNEG - - KCTNCQCCK 33
TtheMTT1 mod 2 CCCGVNAKPCCFDPNSG CCCVSKTNNCCKSDTKE CCTG-TG--EGCKCTSCQCCK 56
TtheMTT3 mod 2 CC.GVNVKSSCLDPNSG YQCASKTDNCCKSDTKE CCTG-TQ--EGCKCTNCQCYK 56
TtheMTT5 mod 2 CKCGPNAKYCCIDPNTG NCCVCKTKFCSKSDSKE CCPGGSC———————=—=—=————— 45
TrosMTT1 mod 2 CCCGDKAKPCCTDPNSG CCCVSKTNNCCKPDTKQ CCTG-TGDA--CKCTGCQCCKQ 56
TtroMTT1l mod 2 CCCGVNAKPCCTDPNSG CCCSSKTNNCCKFDTKD CCTG-TGQ--GCKCTGCKCCQ 57
TmobMT 1 mod 2 CCCGVNAKPCCTDPNSG CCCSSKTNNCCKSDTKD CCTG-TGQ--GCKCTGCKCCQO 57
TvorMT1 mod 2 CCCGDKAKPCCTDPNSG CCCVSKTNNCCKSDTKD CCTNKTG--EGCKCTGCECCQ 61
ThegMT1 mod 2 CCCGDKAKSCCTDPNSG CCCSSKDNNCCKTDTKD CCTGDKSVDD-CKCKTCTCCQ 59
ThegMT2 mod 2 CCCGDKAKSCCTDPNSG CSCASKDNNCCTSENKG ———————————--— TCKNCL-CQ 48
ThegMT3 mod 2 CCCGDKAKPCCTDPNSG CCCSSKDNNCCKADTKD 58
ThegMT4 mod 2 CCCGDKAKACCTDPNSG CSCATKSNNCCTSENKG —--TCKNCQC-- 46
TborMTT1 mod 2 CCCGDKAKPCCTDPNSG CCCVSKTNNCCKPDTKQ CCTG-TGDA--CKCTGCQCCKQ 56
TborMTT2 mod 2 CCCAPNTKACCQDPNCG CKCANKANNCCCKGDSKQCCKITGKE---CKCTDCECCK 57
TelliMTT1 mod 2 CCCGDKAKDCCKDPNSG CCCSSQTNKCCDSSQKS ——-ECQNCKCCE 48
TelliMTT2 mod 2 CCCGDKAKDCCKDPNSD CCCSSQTNKCCDSSSKS —-—--ECQNCKCCK 48
TmalaMTT1 mod 2 CCCGVNAKPCCLDPNSG CCCVSKTNNCCKSDTKE CCTG-TG--EGCKCTSCQCCK 56
TmalaMTT2 mod 2 CCCGINAKPCCLNPNSG CCCVSKANNCCKSDTKE —-YTGSA---EGSKCTNCLCCQ 55
TmalaMTT3 mod 2 CNCGPNAKYCCIDPNTG NCCVCKTKFCSKSDST- CK-----——-——-—————-—————— 39
TmalaMTT4 mod 2 CKCGPNAKYCCIDPSTG NCCVCKTKFCSKSDSKE CCPGGKC 45
TpatMTT1 mod 2 CCCGDKAKPCCTDPNSG CCCSSKDNNCCKPDTKD CCTEEQGNA--CKCKTCQCCQO 58
TpatMTT2 mod 2 CCCGDKAKSCCSDPNSG CSCAQKGNDCCTSENKG- --— 48
TamerMTT1 mod 2 CCCGDKAKACCTDPNSG CCCSNKANKCCDATSKQ- -- 48
TamerMTT2 mod 2 ----PQAN- CCCGVNAKPCCFDPNSG CCCVSKTNNCCKSDTKE CCTG-TG--EGCKCTSCQCCK 56
TpyrMT-2 mod 3 —--—-DNKTI CCCSQNNTKCCSNSNEE - - KCTNCQCCK 32
TtheMTT1 mod 3 CCCGDKAKACCTDPNSG CCCSNKANKCCDATSKQO --- a8
TtheMTT3 mod 3 CCCGDKAKACCTDPNSG CCCSNKANKCCDATSKK —---— 48
TtroMTT1l mod 3 CCCGDKAKPCCTDPNSG CCCSSKTNNCCKA--—-— —————————————— 42
TmobMT1 mod 3 CCCGDKAKPCCTDPNSG CCCSSKTNNCCKADTKD CCTG-TGKD--CKCTGCECCKN 58
TvorMT1 mod 3 CCCGDKAKECCTDPNSG CCCSSKTNKCCDSTQKT —-——————————— ECNNCECCK 48
ThegMT2 mod 3 CCCGDKAKSCCTDPNSG CSCASKDNNCCTSENKG —-——————————-— TCKNCL-CQ a4
ThegMT3 mod 3 CCCGDKAKPCCTDPNSG CCCSSKDNNCCKTDTKE CCTNEQGAA--CKCKTCQCCQ 58
ThegMT4 mod 3 -00Q0TTCCCGDKAKACCTDPNSG CSCATKSNNCCTSENKGT--— --CQNCQCOQ 48
TborMTT2 mod 3 CCCGDKAKACCTDPNSG CCCSSKTNQCCNSTEKK —---— —DCNQCICCK 48
TelliMTT1 mod 3 CCCGDKAKDCCKDPNSG CCCSSKANKCCDSSSKK —--- —ECQNCDCCK 48
TelliMTT2 mod 3 CCCGDKAKDCCKNPNGG CCCSSKTNKCCDSSSKK —~ECQNCQCCK 48
TmalaMTT1 mod 3 CCCGDKAKACCTDPNSG CCCSNKANKCCDATQKQO —ECQTCQCCK 48
TmalaMTT2 mod 3 CCCGDKAKACCTDPNSG CCCSSKVNKCCDATQKQ --- —-ECQSCQCCK 48
TmalaMTT3 mod 3 ---KTEEKW --———-————-———-———-—— CCCPSEIQNCCNSDDKQ CCVGQGEG---CIYVCCKCCK 41
TpatMTT2 mod 3 CCCGDKAKSCCSDPNSG CSCAQKGNDCCTG-KSQ --- DNKTKCKNCQCCQ a8
TamerMTT2 mod 3 CCCGDKAKACCTDPNSG CCCSNKANKCCDATSKQ ---— ————ECQTCQCCK 48
TpyrMT-2 mod 4 —---TETKSN CCCSQNEKNECCKGENQG ————————————————— ——————————— CTCQONCNCCK 33
ThegMT2 mod 4 ———-TT CCCGDKAKSCCTDPNSG CSCASKDNNCCTDKQET ---— KNNCKNCQCSQ a7
ThegMT4 mod 4 CCCGDKAKSCCTDPKSG CSCAQKDNNCCTDKSQE —---— NENCONCQCSQ 47
TmalaMTT3 mod 4 CKCGPNAKYCCIDPNTG NCCVCKTKFCSKSDSKE CCPGGKC 45
TpyrMT-2 mod 5 ----QVQVG CCCGDKAKACCTDPNSG CCCSSKTKKCCDSTEKK —---—---——-—-——— QCDTCECCK 48
Consensus Xo-9 C3_3X6C1-2Xg C2_3XsC1_2Xg C2X_g+CXCXXC; 2XXC; 52Xy >

Fig. 3 Modular structure of subfamily 7a (CdMTs). Multiple alignments were made using the T-Coffee program, followed by visual inspection and
manual adjustment. The new CAMT sequences reported in this paper are indicated with colored (orange) names. Yellow shaded regions indicate
conserved Cys (Q) residues. Blue and grey shaded regions indicate Lys (K) or GIn (Q) residues, respectively. His (H) residues are indicated by red

shading. sm1: submodule-1, sm2: submodule-2. See the text for further explanation

have a tri-modular structure: TtheMTT1, TtheMTTS3,
TtroMTT1, TvorMT1, TmobMT1, ThegMT3, TborMTT2,
TmalaMTT2,
TpatMTT2 and TamerMTT2; only 3 of them (Tma-
laMTT3, ThegMT2 and ThegMT4) have four modules
(tetra-modular), and only one (TpyrMT-2) has five modules
(penta-modular) (Fig. 3). As shown in Fig. 4, the 18S rRNA
phylogenetic tree of the 13 Tetrahymena species analysed

TelliMTT1,

TelliMTT?2,

TmalaMTT1,

separates them into Borealis and Australis groups. Al-
though the species analyzed from the Australis group are
still scarce, we detect a certain tendency towards a CAMT
tri-modular structure in the Borealis group species with re-
spect to the Australis group (Fig. 4). This could mean that
the CAMT tri-modular structure might be more similar to
the ancestral CAMT common structure for the Tetrahy-
mena genus.



Anexo Il

de Francisco et al. BMC Genomics (2016) 17:346 Page 7 of 23

Table 2 Distribution of Cys clusters among Tetrahymena MTs

CdMT ccc cxce CXCXC XCCX CxC XXCXX Total Cys % Cys'® Length
TpigMT-1 4 2 0 6 2 0 34 2881 118
TpyrMT-1 4 2 0 5 1 1 31 2897 107
ToyrMT-2 6 5 0 6 4 1 54 2983 181
TtheMTT1 6 3 0 8 2 1 48 2963 162
TtheMTT3 2 2 1 9 3 3 42 2593 162
TtheMTT5 1 1 0 5 1 6 24 24.24 99
TrosMTT1 4 2 0 6 2 0 34 3009 113
TtroMTT1 6 3 0 8 2 0 47 30.13 156
TmobMT1 6 3 0 9 3 0 51 2965 172
TvorMT1 6 3 0 8 2 1 48 2840 169
ThegMT1 4 2 0 6 2 0 34 27.87 122
ThegMT2 4 1 0 8 7 4 49 2565 191
ThegMT3 6 3 0 9 3 0 51 2865 178
ThegMT4 5 1 0 8 6 4 50 2591 193
ThorMTT1 4 2 0 6 2 0 34 3009 113
ThorMTT2 5 2 2 9 1 2 49 3006 163
TelliMTT1 6 3 0 7 1 2 45 2922 154
TelliMTT2 6 3 0 6 0 3 42 2897 145
TmalaMTT1 6 3 0 8 2 1 48 2963 162
TmalaMTT2 5 3 0 8 1 2 44 27.16 162
TmalaMTT3 2 2 0 12 2 6 46 2570 179
TmalaMTT4 1 1 0 7 1 3 25 2525 99
TpatMTT1 4 2 0 6 2 0 34 29.06 117
TpatMTT2 4 2 0 6 3 3 39 2635 148
TamerMTT1 4 2 0 5 1 1 31 2925 106
TamerMTT2 6 3 0 8 2 1 48 3057 157
Total Cys® 351 183 9 378 116 45 1082 2827 147
% Cys © 324 169 08 349 107 41 100

CuMT

TpigMT-2 0 0 0 1 12 2 28 29.17

TtheMTT2 0 0 0 0 15 2 32 2963 %
TtheMTT4 0 0 0 0 15 2 32 2963 108
TrosMTT2 0 0 0 1 9 2 2 2821 108
TtroMT1 0 0 0 1 12 2 28 2800 78
TtroMT2 0 0 0 0 15 2 32 2663 100
sp1.7-MT1 0 1 0 0 14 1 32 2663 108
TelliMTT6 0 0 0 0 21 2 44 2973 108
TelliMTT8 0 0 0 0 12 2 26 28.89 148
TmalaMTT5 0 0 0 0 15 2 32 2963 %
ThorMTT3 0 0 0 1 21 0 44 27.85 108
ThorMTT4 0 0 0 1 6 2 16 2667 158
ThorMTT6 0 0 0 1 21 0 44 27.85 60
ThorMTT7 0 0 0 0 21 0 42 2819 158
ThorMTT8 0 0 0 1 9 2 22 2821 149
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Table 2 Distribution of Cys clusters among Tetrahymena MTs (Continued)

TamerMTT3 0 0 0 0 14 3 31 2897 78
ImMTT2 0 0 0 0 27 0 54 32.34 107
Total Cys® 0 3 0 14 518 26 561 2860 167

% Cys' 0 05 0 25 923 46 100 113

New MTs reported in this study are in bold text. A cluster is defined as any group of contiguous residues in which any two Cys residues are separated from one
another by, at most, any other amino acid (X). © Percentage of Cys residues in the complete MT. ® Total Cys residues/cluster type. © Percentage of Cys

residues/cluster type

These modules are made up of two types of submo-
dules: Type 1 submodules (sml) have the consensus
sequence C,3XcC;X¢ (with few exceptions), while
complete Type 2 submodules (sm2) can be represented as
CyXg_g + CXCXXCy ,XXCy 5X; 5 (Fig. 3). Sm2 represents
approximately the final half of the Type 1 submodules
(CyX6_3), plus a quite conserved C-terminal region, where
the last “X” is K (Lys) ~55 %, Q (Gln) ~ 36 %, E (Glu) ~
7 % or N (Asn) ~ 1.5 %. Approximately 47 % of sm2 are
incomplete; 42 % only present the C-terminal region,
while ~5 % of them have only half the sml (% sml)
(Fig. 3). In most cases (~54 %), these modules are made
up of two complete sm1 and one complete sm2, but a ~
34 % of them present incomplete modules, such as
TpyrMT-2 (with four modules formed by only one sml
and half of sm2). Despite the fact that Tetrahymena
CuMTs do not present such clear modular structure, their
consensus sequence CKCX, sCXC is repeated multiple
times (where in a few cases Lys (K) may be substituted by
another amino acid) (Fig. 2). Therefore, a structural
organization based on these repeats should also be consid-
ered [13].

Gene duplication is one of the main phases in the gen-
eration and evolution of new genes and seems to be the
main mechanism involved in the evolution of these

proteins, as several authors have noted [32-34]. Given
the clear modular structure of Tetrahymena CdMTs and
the highly conserved Cys repeats in both subfamilies, we
might suppose that successive gene duplication events
and subsequent specialization could be the main mecha-
nisms involved in the evolution of these ciliate MTs.
Therefore, the gene duplication hypothesis, already con-
sidered for Tetrahymena MTs [12, 13, 19, 26, 27], is the
most credible mechanism for explaining the evolution of
these proteins. A model that attempts to explain the
evolutionary history of Tetrahymena MTs has been de-
scribed in [12]. It is based on the hypothesis that both
MT subfamilies were constructed from an ancestral
module, containing the C3Xg motif (half of sm1), which
was duplicated many times as a result of episodes of
gradual environmental pollution. Therefore, both para-
log duplications into the same species (several CAMT or
CuMT gene isoforms are present in each species) and
many orthologs could have been created in different re-
lated Tetrahymena species, giving rise to those MT iso-
forms that are currently known to us.

An example of a probable semi-complete duplication of a
CdMT gene originating a new CdMT isoform in the same
species, can be observed in CAMT genes from T. malaccen-
sis (Fig. 5). Two copies of the TmalaMTT4 gene isoform

100 Tpat18S
94 L Tpig18S

0.002

Telli18S Total bi-modular = 5
> Total tetra-modular = 1 > Borealis group
Total penta-modular = 1 (9 species)
o0 TMob18S Total =17
Ttro18S
| — Tmala18S J
lool—Tthe1BS

99 Tamer18S
Theg18S

Fig. 4 Phylogenetic tree (18S rRNA) of Tetrahymena species with reported CdMTs and their modular structures. Two well defined ribo-groups cor-
responding to both taxonomical groups were obtained. Multiple alignments of ribo-nucleotide sequences were obtained by using the T-Coffee
program. Numbers indicate bootstrap values from 2000 replicates. Branch lengths are drawn to scale as indicated by the scale bar. The number
of bi-, tri-, tetra- or penta- modular structures of CdMTs are indicated for each Tetrahymena group. See Table 1 for ciliate species identification

) CdMTs )

Total tri-modular = 10

Total bi-modular = 4
Total tri-modular = 3
Total tetra-modular = 2
Total =9

Australis group
(4 species)
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1 271 300
1copy TmalaMTTA

&
<€

92% similarity
1 271280

94% similarity

SCCTGCAAAA 3

540

TmalaMTT3

for explanation

Fig. 5 Schematic representation of TmalaMTT3 gene origin from TmalaMTT4 gene duplication. 5" and 3’ striped sections show the eliminated
regions (after recombination) of both TmalaMTT4 gene copies. The red boxes in the striped sections from each TmalaMTT4 gene copy and in the
TmalaMTT3 gene represent nucleotides forming the junction between both copies. Numbers indicate the nucleotide location. See the text

(300 bp of length) seem to have been involved in the cre-
ation of the TmalaMTT3 gene (540 bp). A recombination
process seems to have occurred between a 29 bp region
from the 3’ end of one TmalaMTT4 gene copy and a 40 bp
region from the 5’end of a second copy of this same gene,
together with the elimination of 60 bp from both gene cop-
ies, resulting in the origination of the junction area (9 bp)
between both TmalaMTT4 gene copies (Fig. 5). This 9 bp
new sequence is formed by four nucleotides from one Tma-
laMTT4 copy (3'end) and 5 inverted nucleotides from the
other gene copy (5’end). Therefore, the TmalaMTT3 gene
is composed of a first uncompleted copy (271 bp) of the
TmalaMTT4 gene, a junction region (9 bp) originated after
recombination and elimination, and a second uncompleted
copy (260 bp) of the TmalaMTT4 gene (Fig. 5). Through
evolution, these uncompleted TmalaMTT4 copies have
suffered some degree of gene diversification, so each of
them currently presents 92 and 94 % identity, respectively,
with respect to the corresponding section of the original
TmalaMTT4 gene sequence (Fig. 5).

Asymmetry of the codon usage for glutamine residues:
phylogenetic implications

Glutamines (Q) are important residues for MTs because
they are also involved in stabilizing the metal-protein com-
plex [35]. Ciliates use a particular genetic code, because the
UAA and UAG codons, which are universal stop codons in
many organisms, codify the amino acid glutamine (Gln),
UGA being the only stop codon used by these eukaryotic
microorganisms (barring some exceptions) [36, 37]. Almost
all ciliate MTs (except TpyrMT-1) contain Q residues (from
2 in TborMTT4 to 17 in ThegMT-4) (Table 3). In general,

Tetrahymena CdMTs have more Q residues than CuMTs
(Table 3). In a previous study [12] it was hypothesized that
Gln residues were only codified by CAA codons in Tetrahy-
mena CuMTs. However, after analyzing 10 new ciliate
CuMTs, we have detected that this is not necessarily the
case. Although the universal CAA codon is predominant in
CuMTs (61.32 %), it is not the only one encoding Gln
(29.24 % UAA, 755 % UAG and 1.89 % CAG) (Table 3).
On the other hand, Tetrahymena CdMTs mainly use the
UAA codon to codify this amino acid (53.93 %), together
with other codons (29.21 % CAA; 17.17 % UAG and 1.69 %
CAGQG) (Table 3). Moreover, in CAMTs these UAA codons
are primarily located in liker regions (30.3 %) and at the
end of sm2 (40.5 %). The total ratio of non-canonical
(UAA + UAG)/canonical (CAA + CAG) GIn codons for
Tetrahymena CdMTs is 123/55 = 2.23 (that is, almost twice
as many non-canonical as canonical codons). The opposite
is true for CuMTs, however, where this ratio is 39/67 = 0.58
or the inverse 67/39 = 1.71 (almost twice as many canonical
as non-canonical codons). Interestingly, only two CdMTs
sequences (TtheMTT3 and ThegMT4) use the four pos-
sible GIn codons (Table 3). This drastic asymmetry in
codon usage for GIn residues again corroborates the fact
that Tetrahymena CuMTs are more similar to standard
MTs. Likewise, it shows another important difference be-
tween both MT subfamilies.

From a phylogenetic point of view, which we reported
in a previous review article [12], it seems CuMTs are di-
verged earlier than CdMTs as it has been reported that
rather than resulting from a single ancient event, these
genetic code deviations arose independently several
times within the phylum Ciliophora [36, 37]. Also, if
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Table 3 Distribution of glutamine codons in both ciliate MT subfamilies

CdMT Glutamine codons

CAA UAA UAG CAG Total
TpigMT-1 3 1 0 0 4
TpyrMT-1 0 0 0 0 0
ToyrMT-2 2 10 2 0 14
TtheMTT1 2 4 1 0 7
TtheMTT3 2 5 1 1 9
TtheMTT5 2 1 0 0 3
TrosMTT1 2 2 0 0 4
TtroMTT1 3 1 0 0 4
TmobMT1 4 1 0 0 5
TvorMT1 4 0 0 0 4
ThegMT1 2 2 0 0 4
ThegMT2 2 4 2 0 8
ThegMT3 1 3 0 1 5
ThegMT4 1 10 5 1 17
TborMTT1 2 4 0 0 6
TborMTT2 3 3 1 0 7
TelliMTT1 1 6 2 0 9
TelliMTT2 3 5 3 0 "
TmalaMTT1 1 5 1 0 7
TmalaMTT2 3 3 1 0 7
TmalaMTT3 2 5 0 0 7
TmalaMTT4 0 5 0 0 5
TpatMTT1 2 4 1 0 7
TpatMTT2 2 4 5 0 "
TamerMTT1 1 4 1 0 6
TamerMTT2 2 4 1 0 7
Total (%)? 52 (29.21 %) 96 (53.93 %) 27 (15.17 %) 3 (1.69 %) 178 (100 %)
CuMT
TpigMT-2 6 0 0 0 6
TtheMTT2 4 0 0 0 4
TtheMTT4 4 0 0 0 4
TrosMTT2 5 0 0 0 5
TtroMT1 5 0 0 1 6
TtroMT2 2 0 1 1 4
Sp1.7-MT1 3 2 2 0 7
TelliMTT6 5 1 0 0 6
TelliMTT8 3 2 0 0 5
TmalaMTT5 3 1 0 0 4
TborMTT3 4 7 2 0 13
TborMTT4 2 0 0 0 2
TborMTT6 4 7 2 0 13
TborMTT7 5 2 1 0 8
TborMTT8 5 0 0 0 5

10
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Table 3 Distribution of glutamine codons in both ciliate MT subfamilies (Continued)

TamerMTT3 4 0
ImMTT2 1 9
Total (%)® 65 (61.32 %) 31 (29.24 %)

0 0 4
0 0 10
8 (7.55 %) 2 (1.89 %) 106 (100 %)

New MTs reported in this study are in bold text. Total glutamine residues using a type of codon and percentage

these changes occurred in the tRNA(GIn) gene(s) of an
ancestral ciliate using the standard genetic code, we
would have to assume that Tetrahymena CuMTs ap-
peared before CAMTs (which use mainly UAA codons).
This agrees with the assumption, supported by several
authors, that two early MT lineages (Cu and Zn thio-
neins) were already present in the early phases of
eukaryotic evolution [32]. It appears that early on in evo-
lution, the primary function of MTs was to bind to
physiologically important or essential metals (such as Cu
or Zn). Accordingly, the appearance and evolution of
MTs was probably not dictated by Cd, although with the
evolution of higher life forms, MTs became more indis-
pensable for protecting against Cd and other non-
essential metals than for performing other suggested
functions [4].

Other interesting features of Tetrahymena MTs

Tetrahymena MTs are considerably longer (60-193 aa)
than standard ones (25-82 aa). Of the ciliate CdMTs
and CuMTs, the longest are ThegMT4 (193 aa) and
ImMTT2 (167 aa) or TborMTT3 and TborMTT6 (158
aa each), respectively (Table 2). The length they reach is
therefore more than double that of the longest standard
MTs. Despite having the longest MTs and a higher num-
ber of Cys residues, the Cys % lies within the range for
standard MTs (16—-32 %) (Table 2). However, because of
their greater amount of Cys residues, they present a
higher theoretical metal binding capacity than standard
MTs. The calculation of this theoretical metal binding
capacity takes into consideration that all Cys residues in
vertebrate MTs are involved in heavy metal binding;
therefore, the stoichiometry is Cd,(Cys)yy for CdMTs
and Cuiy(Cys), for CuMTs [4]. The 3D structure ana-
lysis of several MTs corroborates this stoichiometry [38].
We can assume that this stoichiometry is also applicable
to Tetrahymena MTs and have calculated the theoretical
binding capacity for all of them (Additional file 1). The
shortest Tetrahymena CdMTs (TtheMTT5 and Tma-
1aMTT4) (Table 2) are able to bind 8 or 9 Cd**/molecule
and up to 19 Cd**/molecule (Additional file 1) in the case
of TpyrMT-2, which is one of the longest CAMT (181 aa)
with the highest amount of Cys residues (54 residues)
(Table 2). The average amount of the theoretical Cd bind-
ing capacity of these CAMTs is about 15 Cd**/molecule
(Additional file 1), which is more than double that of
standard MTs (7 Cd**/molecule). Some of these data have

been corroborated experimentally; for instance: 12 Cd**
per mole of protein or 11 Cd** per polypeptide for
TpyrMT-1 [39]. Likewise, a stable in vitro Cd;s(Cys)ss
complex has been suggested [40] for TtheMTT1 (a similar
value to the theoretical one assigned to this CAMT) (Add-
itional file 1), and Cd;;(Cys)s, complex has also been sug-
gested [40] for the CuMT TtheMTT?2, with a metal-to-
Cys residue ratio of about 1:3 for both T. thermophila
MTs. In addition, it was found that Cu** cannot replace
Cd** from the Cd;¢-TtheMTT1 complex, but Cu** can
replace Cd** from the Cd;;-TtheMTT2 complex [40].
This confirms the classification of the TtheMTT1 and
TtheMTT2 as CAMT and CuMT, respectively. More re-
cently, we have analysed the metal binding preference and
abilities of the five MT isoforms from 7. thermophila by
electrospray mass spectrometry, circular dichroism and
UV-vis spectrophotometry [25]. We conclude that both
CdMT isoforms (TtheMTT1 and TtheMTT5) which yield
unique Cd;,- and Cdg- complexes, respectively, are opti-
mal for Cd** coordination, thus corroborating the theoret-
ical metal binding capacity values obtained for these
CdMTs (Additional file 1). The MTT3 isoform showed
poor binding abilities with both Cd** and Cu®, and yielded
the best result whith Zn**. Although this MT, also consid-
ered as a CAMT, has a theoretical metal binding capacity
value of about 15, the two Histidine (His) residues present
in the protein enhance the relative affinity for Zn**
through their imidazol rings [41, 42] in comparison with
Cd>*. His residues, the most frequent Zn ligands in meta-
loenzymes, are also present in MTs (1-4 residues/mol-
ecule) from a variety of species (bacteria, fungi, plants and
animals), thus increasing the affinity for this essential
metal. Of the Tetrahymena MTs, only two CdMTs
(TtheMTT3 and TpatMTT2) (Fig. 3) contain His resi-
dues, while CuMTs contain nine isoforms with one or two
His (Fig. 2), coinciding with the general knowledge that
this amino acid is more abundant in CuMTs than in
CdMTs. In addition, His residues have an important role
in MT proteins as they stabilize the formation of metal-
protein complexes [43]. Both T. thermophila CuMTs
(TtheMTT2 and TtheMTT4 isoforms), were found to
form homometallic Cu-complexes (mainly Cuyy-MT)
[25], which coincides with the theoretical metal binding
capacity value obtained (19 Cu ions/molecule) (Additional
file 1). Zn-MT complexes were only found in TtheMTT4
(mainly Zn;o-MTT4) [25]. These CuMTs (TtheMTT2 and
TtheMTT4) differ in only one relevant amino acid

1"
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position (Asn®/Lys®), and it is interesting how this amino
acid position change increases the CuMT character
(higher affinity for Cu ions) of TtheMTT2 (Asn) in rela-
tion to TtheMTT4 (Lys) [25]. This special feature has also
been reported in snail MTs, balancing in favour of Zn/
CdMTs (Lys) or CuMTs (Asn) [44].

Another peculiar characteristic of MTs (including
those from Tetrahymena) is the large asymmetry in the
ratio of specific amino acids, such as the positively
charged amino acids Lys and Arg. There is a consider-
ably higher use of Lys residues with respect to Arg resi-
dues, and this asymmetry (Lys > > Arg) appears in all
reported MTs. In ciliate MTs the Arg residues are almost
absent of the CdMTs, only two (TtheMTT3 and
ThegMT?2) present one Arg residue (Fig. 3), and only
two CuMTs (TborMTT3 and ImMTT2) have Arg resi-
dues, with one and two residues, respectively (Fig. 2).
The location of these Arg residues is the same as those
of Lys residues in other ciliate MT sequences. These two
positively charged amino acids (Lys and Arg) are mostly
exposed to the protein surface and play important roles
in protein stability by forming electrostatic interactions.
Arginine forms a higher number of electrostatic interac-
tions compared to lysine. Experiments carried out on
the green fluorescent protein (GFP), after changing ly-
sine for arginine on the protein surface and retaining
protein activity, have shown that the GFP variant was
relatively more stable compared to the control GFP (in
the presence of urea, basic pH or ionic detergents), but
the thermal stability of the protein was similar to the
control [45]. On the other hand, proteins with elevated
solubility, a higher expression and abundant intracellular
levels have an increased ratio of Lys content to Arg con-
tent [46]. In general, MTs have large number of Lys resi-
dues and null or very few Arg residues per molecule,
preferring higher solubility and the avoidance of protein
aggregates to higher stability by forming a larger number
of electrostatic interactions (salt-bridges or hydrogen
bonds). This could therefore mean that the asymmetry
(Lys > > Arg) reported in all MTs is a basic requirement
for forming proteins with an elevated solubility and high
intracellular level to respond to metal stress.

Analysis of Tetrahymena MT cDNAs

After comparing all new isolated cDNAs of putative MT
genes with the genomic DNA from the corresponding Tet-
rahymena species, we confirmed that none of these genes
have introns in their open reading frames, which is also the
case in all previously reported Tetrahymena MT genes [13].
The absence of introns could be related to a faster gene
response to different environmental stressors. The presence
of introns can delay regulatory responses and they are
selected against in genes with transcripts requiring rapid
adjustment in order to survive environmental changes [47].
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In general, the gene expression of Tetrahymena MT genes
is very fast, as reported in a CAMT gene (M7-1) from T.
pigmentosa, in which an approximately tenfold increase of
this transcript was detected after 30 min Cd treatment [15].
An exception was reported in the gene isoform MTT5 of T.
thermophila, in which an intron was located in the 3'UTR
of the corresponding ¢cDNA. The existence of MTTS5
mRNAs with and without this intron supports the first case
of alternative intron splicing reported in this ciliate [19]. In
the Tetrahymena Comparative Database (Broad Institute,
Cambridge, USA) the MTT3 DNA sequence from T.
malaccensis (registered as EIA_07390.2 hypothetical pro-
tein) shows a putative intron (60 nucleotides). After a more
detailed analysis, we detected that the putative intron corre-
sponds to the amino acid sequence of the second type 1
submodule from the second module, sequence that is quite
conserved in almost all Tetrahymena CdMTs. The nucleo-
tide sequence identified as an intron (EIA_07390.2) starts
in GT and ends in AG (with a 68.3 % A + T), and therefore,
it might be assumed that it would coincide with the ciliate
consensus intron ends (5GTAAG/TAG 3). A similar situ-
ation in which no introns are observed is detected in
TamerMTT1 [KU052681] and TpatMTTI [KU167652]
c¢DNAs. The GT pair corresponds to a Cys residue (tgt
codon), while AG pair corresponds to Glu (E) residue (gag
codon). The same occurs in the TamerMTT1 and
TpatMTT1 CdMT sequences, but not in the rest of the
Tetrahymena CdMTs, because the majority codon used for
Glu residues is gaa. In addition, the A + T content of these
regions has very similar values to the complete ORF se-
quences from all CdMTs reported to date (an average of
60.5 %). All of this corroborates that the putative intron re-
ported in a CAMT from T. malaccensis (EIA_07390.2) is
not a real intron but rather an error.

In general, MT genes are mainly regulated at tran-
scriptional level [48]. As in a previous study using an in
silico analysis [19], we identified several conserved mo-
tifs in both 5" and 3’'UTR regions from the new isolated
¢DNA molecules, which may be related to the regula-
tion of their gene expression and/or transcript process-
ing. In the 5’'UTR region or putative promoter we
identified two types of motifs (Tables 4 and 5): a TATA
box (TAATAA) with an average number of =~ 3 motifs/
cDNA in both Cd- and CuMTs, and motifs similar to
MTCM1 [19] with an average number of=5 motifs/
c¢DNA in CdMTs or ~ 3 in CuMTs. This MTCM1 motif
was identified in almost all Tetrahymena MT pro-
moters (Tables 4 and 5), so these sequences might play
an important role in the gene expression regulation of
these MTs. Most MTCM1 motifs include the consensus
sequence TGA(N)TCA or similar (where “N” means
any nucleotide), which recalls to the sequence (TGA(G/
C)TCA) binding the eukaryotic AP-1 transcription
factors [49]. In Saccharomyces cerevisiae an AP-1
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Table 4 Conserved motifs detected in 3" and 5" UTR regions of Tetrahymena CAMT genes
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CdMT genes

5'UTR

3'UTR

TATA box
(TAATAA)

MTCM1 motif copies (canonical

orientation)

Polyadenylation signals
ATTAAA AATAAA

Degradation
signal
(ATTTA)

TelliMTT1?

TelliMTT2?

TmalaMTT1?

TmalaMTT2?

TmalaMTT3®
TmalaMTT4?
TpatMTT1?
TpatMTTZ2?
TborMTT1?

ThorMTTZ2?

TamerMTT1?
TamerMTT2?

TtheMTT1

TtheMTT3

TtheMTT5

WNNOO

N

GTTTGATTTCAATCAAT
TATTCAGTCATGGGT
CTGTGACTCATGAAT
TTGTGACTCTTGATT
TGTTGAATCAGGCAA
ATCAAACTCATGAAT
TTGTGACTCTTGGTT
CTGTGATTCATGAAT
TCATGAATCATTATT
GATTGACTCATGATT
AAGTGAATCATGATT
AACTAACTCATGATT
GCAAGACTCATGATG
?

?

?

?
ATCTGATTAATGATT
CAGTGATTCATAAGC
AAGTGATTCATGAAG
AGGTTGATCATGAAC
TATTGATTCATTCTA
TATTGAATCATACTT
TTTTTGAATCAACATAA
GATTGACTCATTCAAA
TAGTGATTCATTAATT
AAATCAATCAATCAA
?

?
ATGTGAATCATTAAT
TTGTGATTCTTGAAT

GATTGACTCATGATT (2)°

ATGTGATTCTTGAAT
ACGTGATTCACGATT
ATGTGATTCTTGAAT
GACTAAATCAAGAGT
GTGTGATTCTTGAAT

2 1

-
o

QO OMNN
O -0 -Ww

NN
-

1

[N

AR NWa

ATGTGATTCATGAGT (2)°
ATGTGAATCATGAGT
GTGTGAATCATGAGT (4)°
GAGTGAATCATGAGT (2)°
GTGTGAATCATGAGG (2)°
TAGTCACTCATGAAT
ATGTGATTCTTGAGC 1 1 4

AAGTGATTCTTGAGC
TAGTGATTCCTGAAT
AAGTGATTCCTGAGT
AAGTGATTCTTGGAT

TpyrMT-1 4

®New CAMT genes reported in this study. ® Numbers in parenthesis indicate the copy number/motif. TCA and TGA trinucleotides are highlighted in blue and
yellow to facilitate motif sequence comparisons and identifications of the AP-1 binding related element (TGANTCA). ? : unknown
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Table 5 Conserved motifs described in 3" and 5'UTR regions of Tetrahymena CuMT genes
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5'UTR 3'UTR
CuMT genes TATA box MTCM1 motif copies Polyadenylation Degradation
(TAATAA) (canonical orientation) signals signal
ATTAAA AATAA (ATTTA)
TelliMTT6® 6 GAGTGATTCTTGAGG 0 2 2
TelliMTT8® 8 AACGAACTCATGAAT 1 2 1
AGAAAACTCATGAGT
TmalaMTT5% 4 GTCTTCAATCATTCATT 0 1 2
ATATGAATTTATCATT
TborMTT3? 2 TATATTATCATGACC 3 2 2
GTGATCTCAATCAAA
TborMTT4® 2 CAAAAACTCATGAGC 2 2 2
AGATCAATCATTAAC
GTTTGATTCAGATAC
AATTCAATCATTACA
TborMTT6® 6 ATTTGCATCATGATC 1 3 0
AATCATTCACTCA
CTTTCAATCAGCATA
TATATTATCATGACC
GTGATCTCAATCA
TborMTT7? 1 TTATGATTTATGATA 4 1 1
CTAAGACTCATGACT
TborMTT8&? 1 AATTCAATCATTACA 2 2 2
CTATGAGTGATATTC
GAGTGAATCTTGAGG
AAATGATTCAAGATAA
TGAGGCTCATGAT
TamerMTT3® 0 ? 0 2 2
TtheMTT2 1 AATTCATATATGATA ? ? ?
GAGTGATTCCTGAGG
TtheMTT4 3 ATTTGATAATTGAAT ? ? ?
CTATGATTCAAGAGT

“New CuMT genes described in this paper. TCA and TGA trinucleotides are highlighted in blue and yellow to facilitate motif sequence comparisons and

identifications of the AP-1 binding related element (TGANTCA). ? : unknown

transcription factor (YAP-1) is involved in response to
oxidative stress and metal resistance [50]. Transcription
factors similar to AP-1 have been detected in the MT
promoters of insects (Drosophila melanogaster) and
mollusks (Crassostrea virginica) [51]. AP-1, also known
as c-jun, is a member of the bZIP superfamily of
eukaryotic DNA-binding transcription factors. In T. ther-
mophila the number of MTCMI1 motifs in the three
CdMT putative promoters is correlated with the gene
expression level of each gene therefore, the relative induc-
tion ranking of gene expression is: TtheMTT5> >
TtheMTTI > TtheMTT3 [19]. This motif is present 6
times in TtheMTT1, twice in TtheMTT3 and 13 times in
TtheMTTS promoter region (Table 4). The promoter of
the TtheMTT5 gene has a 416 bp tandem duplication
(with 96 % identity to each other). Five copies of the
MTCM1 motif are present in each duplication and an-
other three copies are near to the start codon [19].

Quantitative gene expression analysis revealed that
TtheMTTS5 is the gene most strongly induced by diverse
environmental stressors (TtheMTTS > > TtheMTTI >
TtheMTT3) [19]. The presence of the duplicated promoter
region in TtheMTT5 may be related to the high expres-
sion level of this CAMT gene when compared with the rest
of T. thermophila CAMT genes. There is no direct and
clear correlation between the number of MTCM1 motifs
in the putative promoter regions of each Tetrahymena
MT gene studied and their higher or lower expression
level.

Two types of polyadenylation signals were detected
on 3'UTR regions of these cDNAs (Tables 4 and 5).
The average number of these polyA sites is about
3.2 for CdMTs, and 3.9 for CuMTs. Likewise, mRNA
degradation signals (ATTTA) appear in almost all
MT genes analyzed, with an average number of 1.7
(Tables 4 and 5).
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Comparative analysis of the MT gene expression under
several environmental stressors

Of the 21 new Tetrahymena MT genes only 6 were ana-
lyzed, using qRT-pCR, owing to the great similarity
among MT gene nucleotide sequences isolated from the
same Tetrahymena species, which makes it impossible to
design specific primers to differentiate each gene. We
studied the expression of two CAMT genes (ThorMTTI1
and ThorMTT?2) and one CuMT gene (ThorMTT7) from T.
borealis. The rest of the MT genes isolated from this species
have a great similarity; the ThorMTT3/ThorMTT6 and
ThorMTT4/TborMTT8 pairs have 96 and 98 % identity, re-
spectively. One CuMT gene (TelliMTT6) from T. elliotti
was analyzed because the TelliMTTI1/TelliMTT?2 pair has
85 % identity, and although TelliMTT8 is very similar to
TelliMTT6 the later is much longer, making it possible to
design specific primers to amplify a fragment of the Tell-
IMTT6 3’ region. Only one CuMT gene(TamerMTT3) was
analyzed from 7. americanis because TamerMTTI and
TamerMTT3 are almost identical (99 %). Finally, one other
CuMT gene expression (TmalaMTT5) was carried out
from T. malaccensis because the TmalaMTT1/Tma-
laMTT2 and TmalaMTT3/TmalaMTT4 pairs have 84 and
94 % identity, respectively. Chang et al. (2014), used qRT-
PCR to analyze the expression of a gene (TmalMT1I) iso-
lated from 7. malaccensis under metal stress (Cd**, Zn*",
Cu®* or Pb*") [16], but this gene (which is the same as our
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TmalaMTTI gene) has 84 % identity with a second CAMT
gene, TmalaMTT?2, which we isolated from the same Tetra-
hymena species, this being the reason we were not able to
analyze them by qRT-PCR. Therefore, the gene expression
analysis carried out by Chang et al. (2014) [16] very prob-
ably corresponds to the sum of both CAMT gene expres-
sions (TmalMTI = TmalaMTTI1 + TmalaMTT2). In the
case of T. patula it was not possible to analyze the expres-
sion of any of the genes because both CAMT genes
(TpatMTTI and TpatMTT2) have 91 % identity.

Figure 6 shows the relative fold induction values for each
MT gene expression under five different metal(loid) stress
treatments at 1 h (short exposure) or 24 h (long exposure).
In general, the induction values are higher at 1 h of treat-
ment than after 24 h of metal(loid) exposures, except for
the CAMT gene ThorMTT2 under Cd**, Cu®* or Pb**
treatments (Fig. 6). Both putative CAMT genes from 7. bor-
ealis (ThorMTT1 and ThorMTT2) are induced by Cd**
among other inorganic cations, but there are several differ-
ences in the expression patterns of each gene isoform. At
both 1 and 24 h exposures of Cd**, Pb>* or As”*, the ex-
pression levels for ThorMTT1I are considerably higher than
for the TborMTT2 gene. On the other hand, the
TborMTT2 gene isoform seems to be induced later and
more uniformly with these metal(loid)s. Therefore, under
the same stress conditions, two differential gene expression
behaviors are detected for these T. borealis CAMT isoforms;

ThorMTT1 TborMTT2 ThorMTT7
221,81 301,45
350 22" . 44,85
* 4 2778,91
300 60 000 ;
250 bl oth 501 oM se0
H . . 25,10 _ 3000
£ 200 m24h § 401 8.1 2374 22,56 " § 2500 oO1h
3 12644 3 * * * g 1150,17 m24h
'f. 150 * 80;26 .E 30 19;87 16,68 2 2000 *
E ; 71;()7 !é 20 1(i,1 O1h !é 1500 82%89
00 22;64 2 5,47 B24h % 4500
50 e nir 10 . 5001106 27,78 3,55 1,008| |77
1,87 W 1477 * o
) L i . N Cow
Cd Cu Pb As Zn Cd Cu Pb As Zn Cd Cu Pb As Zn
Treatment Treatment Treatment
TelliMTT6 TamerMTT3 TmalaMTT5
43,15 2
50 M 40,16 70 47;72 60
45
60
40 37.56 40,45 o1ih 50
c 50 i *
3 30 m24h B 40 3 18,23 B24h
2 25 3 S 30 .
2 20 530 189 ]
= 2 10,09 £ 20
157 676 * 20 N 6,48 8,18 bos
101« * 2,38 T , 4,22
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5 0.46 071 08249 114 1,61 1,47 1,56 2,21,33 1,23 0,81
0 [-L — [*Ly 0 [_}L = 0 et Team [{_1_
Cd Cu Pb As Zn Cd Cu Pb As Zn Cd Cu Pb As Zn
Treatment Treatment Treatment
Fig. 6 qRT-PCR analysis of six Tetrahymena MT genes after diverse metal treatments. Relative expression levels for each MT gene are shown in the
different histograms, after cellular treatment with heavy metals, during exposures of 1 h (grey bars) or 24 h (black bars). Each bar of the histogram
corresponds to an average value + SD of two or three independent experiments. Asterisks indicate significant differences from control at p < 0.05.
Numbers on each bar indicate the corresponding average fold induction value for each treatment. See Table 1 for MT gene identification

15



de Francisco et al. BMC Genomics (2016) 17:346

the ThorMTT1 gene responds faster and with a higher level
to most metal(loid) stress, while the ThorMTT2 gene re-
sponds later and with a lower level under the same stress
conditions (Fig. 6). Both genes respond to arsenate (As™).
After 1 h of treatment with this toxic metalloid, ThorMTT1
is induced about 300-fold while ThorMTT2 is only in-
duced = 20-fold. The toxicity of arsenic depends on its
chemical form and state of oxidation, and is generally
assigned to its capacity to produce ROS (reactive oxygen
species). Arsenic-induced ROS originate lipid peroxidation
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and genotoxic damage [52]. Metallothioneins reduce ar-
senic toxicity, either because As®* may interact with their
thiol groups and to involve detoxification, or they may act
as antioxidants to protect against the oxidative stress origi-
nated by As®* [53]. In fact, arsenic induces MT gene
expression [54], including some previously studied Tetrahy-
mena MT genes (Table 6) [19, 23].

The rest of Tetrahymena MT genes analyzed are puta-
tive CuMTs, which are induced primarity but not exclu-
sively by Cu®* (Fig. 6), as is also the case in other

Table 6 Ranking of relative fold-induction values of Tetrahymena MT genes obtained by gRT-PCR analysis after different heavy metal

treatments

MT gene Subfamily Relative fold-induction value ranking Treatment Reference

TpyrMT-1 CdMT Cd>Cu>Zn>Hg Th [12]

TpyrMT2 CdMT Cd>Cu>Zn>Hg Th [12]

TtheMTT1 CdMT Cd>Hg>Cu>Zn 30 min [14]
Cd>Zn>Pb>Cu>Ni Th (2]
Cd>Pb>As>Cu>Zn>Ni 24 h

TtheMTT3 CdMT Zn>Cd>Pb>Ni>Cu Th (2]
Cd>Zn>As>Ni>Cu>Pb 24 h

TtheMTT5 CdMT Pb>Cd>Zn>Cu>Ni Th (2]
Pb>As>Cd>Cu>Zn>Ni 24 h

TrosMTT1 CdMT Cd>Pb>As>Cu>7Zn Th [17]
Pb>Cd>As>Zn>Cu>Ni 24 h

TpigMT-1 CdMT Hg>Pb>Cd>Cu>Zn Th [41]

ThegMT1 CdMT Zn>Pb>Cd>Cu Th [19]
Pb>Cd>Zn>Cu 24 h

ThegMT2 CdMT Zn>Cd>Cu>Pb Th [19]
Pb>Zn>Cd>Cu 24 h

TmalMT1 CdMT Cd>Zn>Cu>Pb Th [19]
Cd>Zn>Cu>Pb 24 h

TmobMT1 CdMT Cd>Cu>Pb>Zn Th [19]
Cd>Pb>Cu>Zn 24 h

TborMTT1 CdMT As>Cd>Pb>2Zn>Cu 1h This paper
Cd>Pb>As>Zn>Cu 24 h

TborMTT2 CdMT Zn>Cd=Cu>As>Pb Th This paper
Cu>Cd>Pb>7Zn>As 24 h

TrosMTT2 CuMT Cu>Pb>Cd>7Zn>As Th [17]
Cu>Zn>Cd>Pb>Ni 24 h

TborMTT7 CuMT Zn>Cu>>Pb>Cd> As Th This paper
Cu>Zn>>Cd>As>Pb 24 h

TelliMTT6 CuMT Cu>Cd>Zn>Pb=As Th This paper
Cu>>Pb>Cd=As=Zn 24 h

TamerMTT3 CuMT Cu>Cd>Zn>Pb>As 1h This paper
Cu>Cd>As>Zn=Pb 24 h

TmalaMTT5 CuMT Cu>Cd>Zn>Pb=As 1h This paper
Cu>Cd>Pb=As>7n 24 h
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previously studied CuMT genes from other Tetrahymena
species [23] (Table 6). The ThorMTT7 gene is enor-
mously induced by Zn** and Cu®*, especially after 1 h of
treatment. This is considerably more than other CuMT
genes (Fig. 6), so this MT may play an important role in
essential metal (Zn?* or Cu**) homeostasis, which might
also occur in CdMTs, such as; TtheMTT3 [19],
ThegMT1, ThegMT2 [16] and other CuMTs (Table 6).
Almost all of these have His residues in their molecules
(Figs. 2 and 3), which, as previously indicated, enhance
the relative affinity for Zn>* [41, 42] or Cu®".
Comparisons of the qRT-PCR values obtained by dif-
ferent authors is difficult because of the different experi-
mental conditions used, but even when conditions are
the same and identical samples are used, it is difficult to
reproduce experiments from different laboratories [55].
However, after the qRT-PCR values from different Tetra-
hymena MT genes are compared (Table 6), some general
considerations can be inferred: a) In general, Tetrahy-
mena CAMT genes are mainly induced by Cd** (Cd >
Cu), whereas CuMT genes are induced by Cu** (Cu >
Cd). This difference corroborates their separation in two
previously well-defined sub-families (7a or CdMTs and
7b or CuMTs) [19]. b) Induction by Zn** sometimes oc-
cupies first position in the ranking of relative fold-
induction values for both Cd- or CuMT genes but only
with 1 h metal treatments, indicating a possible metal
homeostatic role. ¢) Occasionally, induction by Pb** re-
places Cd** at the top of the ranking, as in the case of
TtheMTTS, TrosMTTI, ThegMT1 and ThegMT?2. This is
likely to be due to similarities between Pb>* and Cd** in
their chemical structure. MTs are induced by Pb** in
rats, humans and fishes [56-58]. Pb>* is second to Cd**
in its ability to displace Zn>* from hepatic ZnMT and is
able to displace Cd** from the CAMT complex [59, 60].
A transcriptome study in plants has revealed that many
genes respond similarly to Pb** and Cd** [61]. Other
metals can also induce Tetrahymena MT gene expres-
sion, for instance: La®>" induces the expression of both
TtheMTT1 and TtheMTT?2 genes. Fluorescence analysis
shows that La®>" binds to both T. thermophila MTs [40],
and that the TpigMT-1 gene is induced by Hg*" [26].
MT gene expression, including both Tetrahymena Cd-
and CuMT genes, is induced by oxidative stress originated
by H,O, or organic compounds, such as Paraquat (PQ) or
Menadione (MD) [19-21, 23, 26]. However, the fold-
induction values obtained after PQ treatment are generally
very low or null (Fig. 7). On the other hand, fold-induction
values for MD (1 h treatment) are generally significantly
higher than those obtained with PQ treatment (Fig. 7). Both
compounds are pro-oxidants generating superoxide anions
through redox cycling [62, 63], and they are known to po-
tentially activate the transcription of some MTs [64], such
as CUP1 from S. cerevisiae [65]. Certain antioxidant ability
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for both T. thermophila MTs (TtheMTT1 and TtheMTT2)
has been suggested, because of the appearance of disulfide
bonds in CAMT complexes after in vitro reaction with NO
[40]. However, as shown by both previous results and our
own (Fig. 7), other Tetrahymena CAMT genes (TpyrMT-2
and TrosMTTI) are not significantly induced by H,O, or
PQ [20, 23]. Likewise, the apoptosis inductor camptothecin
(CAM) does not seem to be a good inducer of Tetrahy-
mena MT gene expression, except in the case of the
ThorMTT7 gene, which is slightly induced (=4.5- fold) after
24 h treatment (Fig. 7).

Other abiotic environmental stressors (pH, temperature
and starvation) have been analyzed as inducers of Tetrahy-
mena MT gene expression. As shown in Fig. 8, acid pH in-
duces gene expression in some Tetrahymena MT species
(at both 3 or 24 h treatments), mainly in CuMTs. Under
basic pH stress, only four new Tetrahymena genes are in-
duced (at 3 or 24 h treatments) with fold-induction values
between ~ 4.7 and 17.7. In general, pH changes induce a
very wide and variable range of responses in Tetrahymena
MT genes, from null [23] to a certain degree of induction
irrespective of whether they are Cd- or CuMTs.

High temperature (42 °C) induces gene expression
in the majority of Tetrahymena MT isoforms (Fig. 8).
T. rostrata MTs seem to be quite sensitive to thermal
stress, because both isoforms (Cd- and CuMT) are
considerably induced by the 2 h heat-shock (42 °C)
treatment [23]. Likewise, the three isoform genes ana-
lyzed from T. borealis are also induced by 42 °C
(24 h treatment) (Fig. 8). According to several phylo-
genetic studies, both Tetrahymena species are very
closely related [66] (Fig. 4) and both species belong
to the RSA2 riboset of the Borealis group, although
T. rostrata is a histophagous ciliate, whereas and T.
borealis not [66].

However, other MT genes from the Tetrahymena spe-
cies are not induced by high temperature [19] (Fig. 8),
although it has been reported that the TtheMTTI gene
is also induced (by about 8-fold) at 40 °C (30 min expos-
ure) [21]. In general, a low temperature (4 °C) does not
induce the gene expression of Tetrahymena MT genes.

One of the main and more common environmental
stressor to which cells are subject is starvation.
Among newly analyzed Tetrahymena MT genes, the
TborMTT1 gene has a higher fold-induction value,
while the rest of the genes present very low or null
induction values under starvation stress (Fig. 8). Pre-
vious studied of Tetrahymena MT genes have also
shown induction (mainly after 24 h treatment) under
starvation conditions [19, 23]. The TtheMTT5 gene is
expressed during ciliate conjugation (a sexual process
induced and developed under starvation) [19], and
the S. cerevisine CUPI metallothionein gene is in-
duced under glucose starvation [67].
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Fig. 7 gRT-PCR analysis of six Tetrahymena MT genes after apoptotic or oxidative stress treatments. Relative expression levels for each MT gene
are shown in the different histograms, after cellular treatment with different oxidative or apoptotic stressors, during exposures of 1 h (grey bars)
or 24 h (black bars). Each bar of the histogram corresponds to an average value + SD of two or three independent experiments. Asterisks indicate
significant differences from control at p < 0.05. Numbers on each bar indicate the corresponding average fold induction value for each treatment.
A gene expression induction is considered positive when the fold-induction value obtained is > 2 (indicated by the dashed line). See Table 1 for
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Fig. 8 qRT-PCR analysis of six Tetrahymena MT genes after different abiotic stress treatments. Relative expression levels for each MT gene are
shown in the different histograms, after cellular treatment with different abiotic stressors (pH, temperature or starvation (stv) during exposures of
3 h (grey bars), 24 h (black bars), 48 h (green bars) or 4 days (yellow bars). Each bar of the histogram corresponds to an average value + SD of
two or three independent experiments. Asterisks indicate significant differences from control at p < 0.05. Numbers on each bar indicate the
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At present, this multi-stress character has been re-
ported by the majority of expression analyses of MT
genes under diverse abiotic stressors [68, 69]. The tran-
scriptional induction of several MT genes by a variety of
stress conditions suggests that cellular exposure to one
type of stressor might lead to the acquisition of tolerance
towards another different stressor. This cross-protection
reported in some organisms suggests at least the partial
existence of overlapping between genome responses to
different types of stress [70]. This overlapping genome
expression comprises general stress-responsive genes,
such as heat-shock or MT genes.

Independent of this general multi-stress feature of
MTs, a differential gene expression level exists under the
same environmental stressor, in different MT gene iso-
forms from the same subfamily, the same Tetrahymena
species or among different species, which also seems to
exist in different mammalian MT isoforms [1, 48]. There
are several examples in the same Tetrahymena species
(Table 6): a) the three CAMT isoform genes from T.
thermophila present differential expression patterns.
Both TtheMTT1 and TtheMTT5 seem to be general
stress and metal detoxification proteins. However, the
gene expression induction values reached by TtheMTT5
gene are considerably higher than the rest of the T. ther-
mophila MT isoforms [19], and it responds preferably
but not exclusively to Pb**. On the other hand, the
TtheMTTI gene preferably responds, at a lower level, to
Cd** [19]. In fact, according to a physicochemical
analysis of these MTs recombinantly synthesized as
metal-complexes [25], TtheMTT1 has a higher affinity
or binding preference by Cd** than TtheMTT5 isoform.
The transformed 7. thermophila strain (GFPMTT5) with
the Purrr:GFP:MTTS plasmid construct (which in-
cludes the TtheMTT1 promoter, the green fluorescent
protein as a reporter gene, and the TtheMTTS open
reading frame) has been shown to be about 10 times
more resistant to Cd>* with regard to the wild-type
strain [71], indicating that the TtheMTTI promoter re-
sponds to Cd** and that an increase in the TtheMTTS
gene dose (into a cytoplasm multi-copy plasmid) affects
the Cd** LCs, value of this ciliate. A third His-
containing CAMT isoform (TtheMTT3) has a higher
affinity to Zn>* [19], and could be involved in the intra-
cellular homeostasis of this metal; b) two CAMT isoform
genes from T. hegewischi (ThegMTI1 and ThegMT?2) [16]
show different gene expression induction patterns, al-
though, as in other cases, these fold-induction values
change depending on the metal time exposure (Table 6);
c) likewise, the two new CdMT gene isoforms from T.
borealis (TborMTT1 and ThorMTT2) also have different
gene expression induction patterns (Table 6).

In the majority of organisms, several isoforms of
MT genes are present, suggesting the existence of
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differential cellular roles for them. The differential
gene expression patterns reported from different MT
isoforms under the same environmental stressor cor-
roborate this idea. However, more extensive analysis
needs to be done on the molecular behavior of each
MT isoform and its relevance with respect to cellular
response to a specific stress. Future analyses of
knockout strains in one MT gene isoform and expres-
sion studies carried out on the rest will be of great
importance for understanding the role of each MT
isoform.

Conclusions

At present, a total of 42 MT gene isoforms from differ-
ent Tetrahymena species have been reported, of which
21 have been isolated as new cDNAs and reported in
this study. In addition, one more MT gene from the
sequenced macronuclear genome of the Tetrahymena-
related ciliate Ichthyophthirius multifiliis has been added
to the ciliate MT analysis described in this paper. From
analysis of the results, the following points can be
conclude:

1. Two main Tetrahymena MT subfamilies (7a or
CdMTs and 7b or CuMTs) were once more
corroborated after the 21 new MT cDNAs isolated
from different Tetrahymena species were analyzed.
Both MT subfamilies are based on their protein
structural organization (Cys residue patterns) and
their preferential gene induction under Cd** or Cu®*
stress.

2. Among all the known MTs from most organisms,
the Tetrahymena MTs have several unique features.
For example, they are considerably longer in size
(»67-74 % for CAMTs and ~ 24-57 % for CuMTs),
and therefore have higher molecular masses than
standard MTs. CdMTs have relatively abundant
CCC motifs with a strictly conserved modular-
submodular structure and higher metal binding
capacities.

3. Among the Tetrahymena CdMTs, the tri-modular
structure seems to occur mainly in the Borealis
group, while the bi-modular structure is found in
the majority of species from the Australis group.

4. The remarkable asymmetry between Tetrahymena
Cd- and CuMTs in codon usage for glutamine
residues, corroborates the possibility that CuMTs
could have diverged earlier than CdMTs in the
Tetrahymena genus.

5. The gene expression patterns from the new
Tetrahymena MT isoforms analyzed corroborate
their multi-stress character. Likewise, a differential
gene expression behavior among different MT iso-
forms is present in the same Tetrahymena species.
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Methods

Tetrahymena species, culture conditions and stress
treatments

The following five Tetrahymena species were used: T. bor-
ealis (SD 01609), T. elliotti 4EA (SD 01607), T. americanis
(80C03), T. patula LFF (ATCC 50064), all supplied by
ATCC (American Type Culture Collection) and 7. malac-
censis 436, supplied by the National Tetrahymena Stock
Center (Cornell University). Cells were axenically grown in
PP210 medium: 2 % v/v proteose peptone aqueous solution
(Pronadisa) supplemented with 100 pM FeCl; (Panreac),
200 pg/ml of streptomycin sulfate (Calbiochem) and
200 pg/ml of penicillin G (Sigma), maintained at a constant
temperature (30 = 1 °C).

Before RNA isolation, cell cultures were exposed to
different stress conditions. Heavy-metal treatments were
carried out for 1 or 24 h: 44.5 uM Cd** (CdCl,) (except
for T. borealis, which was treated with 10 pM Cd*"),
315 uM Cu** (CuSOy - 5 H,0), 965 uM Pb** (Pb(NOs),),
100 uM As®* (Na,HAsO,) and 38.2 mM Zn*>* (ZnSQy, - 7
H,0) (Sigma). Metal concentrations were approximately
half the LCsq values calculated in Tetrahymena thermo-
phila [72], resulting in insignificant cell mortality for each
species used in this study, as it was checked by flow-
cytometry (Additional file 2). Oxidative stress was induced
by cell exposure (1 or 24 h) to 7.7 mM Paraquat (PQ)
(Sigma) or 1 h to 2 mM Menadione (MD) (Sigma). As an
apoptosis inducer, 100 pM Camptothecin (CAM) (Calbio-
chem) was used at 1 or 24 h exposures. Temperature
stress was carried out by maintaining cells for 24 h in a
cold (4 °C) or hot (42 °C) environment. pH stress was
applied for 3 or 24 h under basic (pH 9) or acid (pH 5)
conditions. All these treatments were carried out in PP210
growth medium. Finally, starvation conditions were in-
duced using a buffer (0.01 mM TrisHCl pH 6.8) for 48 h
or 4 days. Ultrapure reagent grade H,O was used in all
experiments, with maximum conductivity of 18.2 MV
obtained using a MILLI-Q water purification system
(Millipore).

Total DNA and RNA isolations and cDNA synthesis

Exponential cell cultures (1-3 x 10° cells/ml) of the differ-
ent Tetrahymena species were harvested by centrifugation
at 2800 rpm for 3 min. Total DNA was isolated using the
protocol described in [73] and samples were treated with
10 mg/ml RNase A (Thermo- Scientific) for 2 h at 37 °C.
Total RNA samples were isolated from previously stressed
exponential cell cultures using the TRIzol Reagent method
(Invitrogen). RNA samples were treated with DNase I
(Roche) for 30 min at 37 °C. DNA and RNA integrity was
tested by agarose gel electrophoresis. MultiScribe Reverse
Transcriptase 50 units/ul (Life Technologies) and oli-
go(dT)-adaptor primer (Roche) were used to synthesize
the cDNAs from 3.5 pg of the total RNA samples.
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Standard PCR reactions, 5'/3’ RACE and cloning
Convergent degenerate primers (MET1/MET2 and
MTCUI/MTCU?2) were designed, using the amino acid
sequence of the CAMT TpyrMT-1 [14] and the nucleo-
tide sequence of the CuMT TtherMTT2 [19] in order to
amplify putative CdAMTs or CuMTs from different Tetra-
hymena species (Additional file 3). Standard PCR was
carried out using the AmpliTaq Gold PCR Master Mix
and 1.25 U/reaction of the AmpliTaq Gold DNA Poly-
merase (Applied Biosystems). The following PCR pro-
gram was applied: 7 min at 94 °C, 30 cycles of 1 min at
94 °C, 1 min at 50 + 3 °C and 2 min at 72 °C and finally,
5 min at 72 °C. The full-length of cDNA sequences was
obtained using 3’ or 5 RACE kits: 3° RACE System for
Rapid Amplification of ¢cDNA Ends (Invitrogen) or 5’
RACE System for Rapid Amplification of ¢cDNA Ends
(Invitrogen). In the 3’ RACE system an adaptor primer
(AP) and the AUAP primer supplied with the kit was
generally used but in some cases we designed a specific
primer for a specific sequence. AAP primer (Invitrogen)
was used in the 5" RACE, and we also designed a specific
primer for each sequence (Additional file 3). PCR prod-
ucts were analyzed by standard 1.5 % agarose gel elec-
trophoresis in TAE 1x buffer (40 mM Tris, 1 m MEDTA
and 5.7 % glacial acetic acid) and stained with GelRed
(Biotium) (3x in water). They were then cloned using
the TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen).

Quantitative real-time RT-PCR

c¢DNA samples were amplified in duplicate in 96 micro-
titer plates (Applied Biosystems). Each PCR reaction
(20 pl) contained: 10 ul of SBYR Green (Takara), 1 ul of
each primer (at 300 nM final concentration), 3 ul of
ultrapure sterile water and 5 pl of cDNA. PCR primers
(Additional file 3) were designed using the “Primer
Quest and Probe Design” online-application of IDT (In-
tegrated DNA Technologies). a-tubulin and p-actin were
used as the endogenous control or normalizer genes.
Primer specificity was tested, melting curves were ob-
tained and each PCR product was confirmed by gel elec-
trophoresis and sequencing. Real-time RT-PCR reactions
were carried out in an iQ5 real-time PCR apparatus
(Bio-Rad). The thermal cycling protocol was as follows:
5 min at 95 °C, 40 cycles (30 s at 95 °C, 30 s at 55 °C
and 20 s at 72 °C), 1 min at 95 °C and 1 min at 55 °C.
All controls were negative (no template control or RT
minus control). Amplification efficiency (E) was mea-
sured by using 10-fold serial dilutions of a positive
control PCR template. The efficiency requirement
was met for all the tested genes (Additional file 4).
Results were finally processed by the standard-curve
method (http://wwwé.appliedbiosystems.com/support/
tutorials/pdf/performing_rq_gene_exp_rtpcr.pdf).

20


http://www6.appliedbiosystems.com/support/tutorials/pdf/performing_rq_gene_exp_rtpcr.pdf
http://www6.appliedbiosystems.com/support/tutorials/pdf/performing_rq_gene_exp_rtpcr.pdf

de Francisco et al. BMC Genomics (2016) 17:346

DNA sequencing and in silico analysis of nucleotide and
amino acid sequences

DNA sequences were obtained with the ABI Prism
3730 DNA Analyser sequencer (Applied Biosystem).
In order to look for new MT sequences we also ana-
lyzed the macronuclear genomes of 7. malaccensis,
T. borealis and T. elliotti with the BLAST program
on the Tetrahymena Comparative Database website
(http://www.broadinstitute.org/scientific-comunity/science/
programs/genome-sequencing-and-analysis/update-our-
microbial-eukaryotes) and the macronuclear genome of I
multifiliis with the BLAST program on the Ichthyophthirius
Genome Database website (http://ich.ciliate.org/index.php/
home/welcome). Multiple sequence alignments were
performed using T-Coffee online application (which
uses the Clustal Wallis method) (Tree-based Consistency
Objective Function for Alignment Evaluation) [74]. The
phylogenetic trees of both Tetrahymena MTs and SSTRNAs
were built using the maximum likehood algorithm
(MEGA 5.05, using the Poisson model). Phylogenetic
trees (Newick) and alignments (FASTA) are available
from TreeBase (http://purl.org/phylo/treebase/phylows/
study/TB2:518773, http://purl.org/phylo/treebase/phylows/
study/TB2:518776) with references: TB2:5S18773 and
TB2:5S18776. Both, 5 and 3'UTR conserved motifs were
searched, based on our previous research work [19].

Nucleotide sequence accession numbers

The 21 new cDNA sequences have been deposited in
the GenBank Database. All GenBank accession num-
bers of MT genes referred on this article are shown in
Additional file 5.

Availability of data and materials

The datasets supporting the conclusions of this article are
included within the article (and its Additional file 5) and
are available in the TreeBase repository (http://purl.org/
phylo/treebase/phylows/study) with references: TB2:518773
and TB2:S18776.
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